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Zusammenfassung 
Weltweit hat das duktale Adenokarzinom des Pankreas (PDAC) unter den 
Krebserkrankungen die schlechteste Prognose. Aufgrund der unspezifischen 
Symptome wird die Erkrankung meist erst in einem lokal fortgeschrittenem Stadium 
diagnostiziert, wenn eine kurative Tumorresektion nicht mehr möglich ist und es bereits 
zur Metastasierung gekommen ist. Trotz intensiver klinischer Forschung wird mit 
bisherigen Therapieansätzen wie zum Beispiel Gemcitabin (auch in Kombination mit 
nab-Paclitaxel) nur eine geringfügige Verbesserung des medianen Überlebens erzielt. 
 
Diese Therapieresistenz gegenüber Gemcitabin wurde in in vitro Versuchen mit 
verschiedenen humanen PDAC-Zelllinien bestätigt. Die zusätzlich behandelte 
nichttumorigene Pankreasdukt-Zelllinie HDPE-E6E7 zeigte hingegen eine starke 
Sensitivität gegenüber dem Chemotherapeutikum. 
 
Ursächlich beteiligt an der generellen Resistenz dieser Tumore gegenüber Chemo- 
und Strahlentherapie sind verschiedene Apoptose-Evasionsmechanismen. Diese sind 
vor allem durch ein Ungleichgewicht pro- und antiapoptotischer Faktoren bedingt 
(Lowe 2004). Zusätzlich fördern KRAS-Mutationen, die nahezu universell in allen 
PDACs vorliegen, die Proliferation der Tumorzellen und unterstützen die Apoptose-
Dysregulation durch eine verstärkte Expression antiapoptotischer Proteine. Nach 
umfangreichen Literaturrecherchen (Werner 2011a, Werner 2011b) wurden 
verschiedenste PDAC-Zelllinien hinsichtlich ihrer Expression von Apoptose-
assoziierten Genen analysiert. Untersucht wurden diesbezüglich verschiedene humane 
PDAC-Zelllinien, aber auch Primärzellkulturen (PaCaDD-Zellen), die in unserem Labor 
per Outgrowth-Methode aus Patiententumorgewebe etabliert wurden. Ergänzend 
wurden murine Zelllinien analysiert, die aus einem genetischen PDAC-Mausmodell 
(KRASG12D; P53R172H; PDX1-CRE) stammen. Normiert bezüglich der Expression der 
HDPE-E6E7-Zellen wurde eine vielfältige, sehr heterogene Dysregulation von 
verschiedenen, mit der Apoptose assoziierten Proteinen festgestellt. 
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Per siRNA-basiertem Knockdown wurden verschiedene Kandidatengene hinsichtlich 
ihrer funktionellen Bedeutung für die Zellproliferation und Apoptose-Induktion näher 
charakterisiert. In einem dynamischen Prozess wurde eine multimodale Therapie 
entwickelt, bei der fünf antiapoptotische Zielgene (BCLXL, FLIP, MCL1L, SURVIVIN 
und XIAP) kombiniert mit KRAS als zentralem Onkogen simultan in ihrer Expression 
inhibiert wurden. Ziel war es, hierdurch sowohl die extrinsische als auch intrinsische 
Apoptose zu normalisieren und eine möglicherweise durch Caspase-Inhibitoren 
blockierte Signaltransduktion zu ermöglichen. Ein zusätzlicher Knockdown von KRAS 
sollte einer Gegenregulierung dieser Therapie vorbeugen und die gesteigerte 
Proliferation der Tumorzellen unterbinden. Dieser so genannte SGS6-Therapieansatz 
zeigte in vitro in allen fünf getesteten humanen sowie in zwei murinen Zelllinien eine 
starke Apoptose-Induktion und Verminderung der Zellzahl. Durch Zweit-siRNAs wurde 
die spezifische Wirksamkeit der Knockdowns bestätigt und zelluläre off-target-Effekte 
wurden ausgeschlossen. Auch in vivo wurde in einem subkutanen Allograftmodell mit 
dem SGS6-Therapiekonzept eine starke Tumorreduktion erzielt. Die analoge 
Untersuchung der nichttumorösen Pankreasdukt-Zelllinie HDPE-E6E7 zeigte, dass die 
SGS6-Therapie deutlich spezifischer für die Krebszellen war verglichen zur 
Behandlung mit Gemcitabin. 
 





ATCC American Type Culture Collection 
BCA bicinchoninic acid 
BH Bcl2 homology 
BIR baculovirus IAP repeat 
bp Basenpaare 
BSA bovines Serumalbumin 
C Cytosin 
CARD caspase activation and recruitment domain 
Caspase cysteinyl-aspartate specific protease 
cDNA complementary DNA 
CT cycle of threshold 
DAPI 4',6-Diamidino-2-Phenylindol 
DEPC Diethylpyrocarbonat 
DISC death inducing signaling complex 
DMEM Dulbecco’s modified Eagle's medium 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA desoxyribonucleic acid 
dNTPs Desoxyribonukleosidtriphosphate 
E. coli Escherichia coli 
EDTA Ethylendiamintetraacetat 
FACS Fluorescence-activated cell sorter 
FOLFIRINOX Kombination aus Folinsäure, 5-Fluoruracil, Irinotecan und Oxaliplatin 
f forward 
FAM 6-Carboxyfluorescein-Phosphoramidit 
FAMMM familiäres atypisches multiples Muttermal- und Melanomsyndrom 
FKS fetales Kälberserum 
G Guanin 
GEMM genetically engineered mouse model 
hs Homo sapiens 
HRP horseradish peroxidase 
HUGO Human Genome Organisation 
IAP inhibitor of apoptosis protein 
Abkürzungsverzeichnis   9 
IgG Immunglobulin G 
IPMN intraduktale papilläre muzinöse Neoplasie 
kb Kilobasenpaare 
kDa Kilodalton 
MCN muzinös-zystische Neoplasie 
MOMP mitochondrial outer membrane permeabilization 
mRNA messenger ribonucleic acid 
mm Mus musculus 
nab-Paclitaxel nanoparticle albumin bound paclitaxel 
p Phosphat/ phosphoryliert (bezüglich Protein) 
p probability value 
PaCaDD Pancreatic Cancer Dresden 
PanIN pankreatische intraepitheliale Neoplasie 
PBS phosphate buffered saline 
PCR polymerase chain reaction 
PDAC pancreatic ductal adenocarcinoma 
PEI Polyethylenimin 
PPPD pylorus-preserving pancreatoduodenectomy 
qRT-PCR quantitative Reverse Transkriptase-PCR 
r reverse 
RIPA Radioimmunoprecipitation assay 
RING really interesting new gene 
RISC RNA-induced signaling complex 
RNA ribonucleic acid 
RNAi RNA interference 
RPMI Roswell Park Memorial Institute 
SDS sodium dodecyl sulfate 
SGS simultaneous gene silencing 
siRNA small interfering RNA 




UICC Union for International Cancer Control 
WB Westernblot 
WT Wildtyp 
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Gen- und Proteinbezeichnungen 
Die Nomenklatur für humane und murine Gen- und Proteinbezeichungen ist nicht 
einheitlich. Da in dieser Dissertation jedoch das Pankreaskarzinom mit humanen und 
murinen Zelllinien parallel untersucht wurde und auch zusammenhängend gezeigt ist, 
wurden diese zur Vereinfachung wie folgt dargestellt: GEN und Protein. Ausnahmen 
bezüglich der Proteine kommen durch traditionelle Schreibweisen zustande wie 
beispielsweise DcR3 und KRas. 
Des Weiteren wurden zur Vereinfachung der komplexen Fragestellung mit sechs 
Zielgenen nicht die HUGO-Genbezeichnungen verwendet, sondern die den 
Proteinbezeichnungen gleichen, synonymen Genbezeichnungen. Zum Beispiel wurde 
das für Survivin codierende Gen BIRC5 ebenfalls als SURVIVIN bezeichnet. Dies 
wurde ausführlich in Tabelle 10 ausgeführt. 
 
ACTB actin beta 
AIF apoptosis inducing factor 
APAF apoptotic protease-activating factor 
ARTS aminopeptidase regulator of TNFR1 shedding 
BAD BCL2-associated agonist of cell death 
BAK BCL2-antagonist/ killer 
BAX BCL2-associated X protein 
BBC3, Puma BCL2 binding component 3 
BCL2 B cell leukemia/ lymphoma 2 
BCL2L1, Bclx BCL2-like 1 
BCL2L2, Bclw BCL2-like 2 
BID BH3 interacting domain death agonist 
BIK BCL2-interacting killer 
BIM BCL2-interacting mediator of cell death 
BIRC1, Naip baculoviral inhibitor of apoptosis repeat containing 1, NLR family, apoptosis 
inhibitory protein 
BIRC2/3, cIAP1/2 baculoviral inhibitor of apoptosis repeat containing 2/3, cellular inhibitor of apoptosis 
protein 1/2 
BIRC4, Xiap baculoviral inhibitor of apoptosis repeat containing 4, X-linked inhibitor of apoptosis 
BIRC5, Survivin baculoviral inhibitor of apoptosis repeat containing 5 
BLK B lymphocyte kinase 
BNIP3 BCL2/ adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3 
BNIP3L BCL2/ adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3-like 
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CA19-9 carbohydrate antigen 19-9 
CASP8/9/10 caspase 8/9/10 
CDKN2A cyclin-dependent kinase inhibitor 2A 
CEA carcinoembryonic antigen 
CFLAR, Flip CASP8 and FADD-like apoptosis regulator 
CytoC cytochrome C 
EGF epidermal growth factor 
EndoG endonuclease G 
FADD FAS (TNFRSF6)-associated via death domain 
GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
HDAC2 histone deacetylase 2 
Hsp70 heat shock protein 70 
HtrA2/Omi HtrA serine peptidase 2 
KIF11, Eg5 kinesin family member 11 
KPC KRASG12D; P53R172H; PDX1-CRE 
KRAS Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog 
LUC luciferase 
MAPK mitogen-activated protein kinase 
MAPK1, ERK mitogen-activated protein kinase 1, extracellular regulated MAP kinase 
MAPK8, JNK mitogen-activated protein kinase 8, c-Jun N-terminal kinase 
MCL1 myeloid cell leukemia 1 
MTCH2 mitochondrial carrier 2 
NF-κB nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 
P53 protein 53 
PI3K phosphatidylinositol 3-kinase 
PKB, AKT protein kinase B 
PKC protein kinase C 
PMAIP1, Noxa phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1 
PTPN13, FAP1 protein tyrosine phosphatase non-receptor type 13, FAS-associated phosphatase 1 
RAF rapidly accelerated fibrosarcoma 
RAL Ras-related protein 
RalGEF RAL guanine nucleotide exchange factor 
RIPK1, RIP1 receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 1, receptor-interacting protein 
SMAC/DIABLO second mitochondria-derived activator of caspase/ direct IAP-binding protein with 
low pI 
SMAD4 mothers against decapentaplegic homolog 4 
tBID truncated BID 
TNF(R) tumor necrosis factor (receptor) 
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TNFRSF6, FAS tumor necrosis factor receptor superfamily member 6 
TNFRSF6B, DcR3 tumor necrosis factor receptor superfamily member 6b, decoy receptor 3 
TNFRSF11B, OPG tumor necrosis factor receptor superfamily member 11b, osteoprotegerin 
TNFSF6, FASLG tumor necrosis factor superfamily member 6, FAS ligand 
TNFSF10, TRAIL tumor necrosis factor superfamily member 10, TNF-related apoptosis inducing 
ligand 
TRAF2 TNF receptor-associated factor 2 
TRAIL-R TRAIL receptor 
UCP2 uncoupling protein 2 
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1. Einleitung 
1.1. Das Pankreas 
Das Pankreas ist ein keilförmiges Organ, retroperitoneal im Oberbauch hinter dem 
Magen gelegen, und reguliert die wichtigen physiologischen Prozesse der Verdauung 
und des Glukosemetabolismus (siehe Abbildung 1). Zum einen produziert der exokrine 
Anteil, bestehend aus Azinus- und Gangzellen, eine Vielzahl an Verdauungsenzymen, 
die über den Hauptgallengang in den Zwölffingerdarm sekretiert werden (zum Beispiel 
Trypsinogen, α-Amylase und Lipase). Zum anderen werden in den endokrinen 
Langerhans-Inseln verschiedene Hormone synthetisiert, die für die 
Glukosehomöostase und Stoffwechselregulation wichtig sind wie zum Beispiel Insulin 
und Glukagon (Bardeesy 2002, Hezel 2006). 
 
 
Abbildung 1.  Schematische Zeichnungen zur Anatomie des menschlichen Pankreas. (a) Im 
Retroperitonealraum liegt das Pankreas hinter dem Magen in unmittelbarer Nähe zum Zwölffingerdarm. 
(b + c) Die in traubenförmigen Clustern angeordneten Azinuszellen des exokrinen Anteils des Pankreas 
bilden Verdauungsenzyme, die über den Pankreasgang in den Gallengang und schließlich in den 
Zwölffingerdarm sekretiert werden. (d) Das endokrine Kompartiment besteht aus den Langerhans-Inseln, 
die aus verschiedenen spezialisierten Zelltypen aufgebaut sind und Hormone zur Stoffwechselregulation 
und Glucosehomöostase produzieren. Verändert nach Bardeesy et al. 2002.
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1.2. Tumorerkrankungen des Pankreas und deren Therapie 
In über 95 % der Bauchspeicheldrüsentumore handelt es sich um duktale 
Adenokarzinome (PDAC, pancreatic ductal adenocarcinoma), die durch die maligne 
Entartung des Pankreasgangepithels verursacht werden. Auch können sich zystische 
oder azinäre Tumore aus den Gangzellen bzw. sekretproduzierenden 
Parenchymzellen entwickeln. Seltener kommt es zur Entartung der Zellen der 
Langerhans-Inseln und zur Ausbildung endokriner Tumore 
(Leitlinienprogramm Onkologie 2013). 
 
Epidemiologie   Jährlich erkranken in Deutschland circa 16.000 Menschen an 
Bauchspeicheldrüsenkrebs, wobei beide Geschlechter etwa gleich häufig betroffen 
sind. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 71 Jahren für Männer und bei 75 Jahren 
für Frauen. Die Mortalitätsrate entspricht ungefähr der Inzidenz, was die Aggressivität 
des Pankreaskarzinoms verdeutlicht. In Deutschland sind Tumorerkrankungen der 
Bauchspeicheldrüse die vierthäufigste Krebstodesursache und mit einer relativen 
5-Jahres-Überlebensrate von nur 8 % hat diese Krebsentität die niedrigste (Robert 
Koch Institut 2013). 
 
Risikofaktoren   Das Risiko, an einem Pankreaskarzinom zu erkranken, liegt 
durchschnittlich bei 1,6 % für beide Geschlechter (Robert Koch Institut 2013). Sowohl 
Tabak- als auch exzessiver Alkoholkonsum beeinflussen dies negativ. Wichtig ist eine 
gesunde, ausgeglichene Ernährung und die Vermeidung einer übermäßigen 
Kalorienzufuhr, da die Energiebilanz eine wichtige Rolle bei der Karzinogenese zu 
spielen scheint. Deshalb haben Patienten mit Adipositas, aber auch mit 
Diabetes mellitus Typ 2 ein circa 1,8fach erhöhtes Erkrankungsrisiko (Michaud 2001, 
Larsson 2005). Entzündungen der Bauchspeicheldrüse, sowohl hereditäre als auch 
langjährige chronische Pankreatitis, können die Entwicklung eines Pankreaskarzinoms 
ebenfalls fördern (Silverman 2001, Leitlinienprogramm Onkologie 2013). Auch 
genetische Faktoren scheinen eine Rolle zu spielen. Bei familiärem Pankreaskarzinom, 
aber auch in Familien mit anderen erblichen Tumorprädispositionssyndromen (zum 
Beispiel Peutz-Jeghers- oder FAMMM-Syndrom) haben die Patienten zum Teil ein 
deutlich erhöhtes Risiko, ein Pankreaskarzinom zu entwickeln (Rieder 2002, 
Leitlinienprogramm Onkologie 2013). 
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Diagnostik   Bei folgenden neu aufgetretenen Symptomen sollte, vor allem wenn der 
Patient älter als 50 Jahre ist, eine diagnostische Abklärung erfolgen: Oberbauch- und 
Rückenschmerzen, schmerzlosem Ikterus (Gelbsucht), Inappetenz, Gewichtsverlust, 
Schwäche und bei akuter Pankreatitis unklarer Ätiologie. Typischerweise werden 
bildgebende Verfahren wie die Oberbauchsonographie und Computertomographie 
eingesetzt. Primäres Ziel bei einer karzinomverdächtigen Raumforderung ist stets die 
Resektion. Analysen der Tumormarker CA 19-9 und CEA können weitere Hinweise 
geben und dienen auch später unterstützend der Therapieüberwachung 
(Leitlinienprogramm Onkologie 2013). 
 
Chirurgische Therapie   Bedingt durch die unspezifischen Symptome wird die 
Krankheit oft erst spät diagnostiziert, meist in einem fortgeschrittenen Stadium mit 
bereits erfolgter Metastasierung. Dadurch ist nur noch in 10 bis 20 % der Fälle eine 
potenziell kurative Resektion des Tumors möglich (Hackert 2010). 
Meist wird eine pyloruserhaltende Pankreaskopfresektion (PPPD) nach Traverso-
Longmire oder eine Kausch-Whipple-Operation durchgeführt. Letztere Methode findet 
vor allem bei zunehmender Tumorausbreitung Richtung Magen Anwendung. Hier wird 
neben dem Pankreaskopf auch das Duodenum, die Gallenblase samt Teilen des 
Hauptgallengangs und der distale Magen entfernt. Mindestens 10 regionäre 
Lymphknoten werden ebenfalls entfernt (Hüser 2010, Leitlinienprogramm Onkologie 
2013). 
Trotz einer Resektion als einzig potenziell kurative Therapieoption haben auch diese 
Patienten insgesamt durchschnittlich nur eine 5-Jahres-Überlebensrate von 19,8 % 
(Wagner 2004). Multimodale Therapiestrategien sind also unerlässlich, um 
Tumorrezidive zu vermindern und das Langzeitüberleben zu verbessern. 
 
Chemo- und Radiotherapie   Postoperativ werden hauptsächlich die 
Chemotherapeutika Gemcitabin oder 5-Fluoruracil (5-FU) adjuvant eingesetzt. 
Gemcitabin verlängert vor allem das krankheitsfreie Überleben und bezüglich des 
medianen Überlebens ist eine Verbesserung auf 23,6 Monate zu verzeichnen (Oettle 
2007, Ueno 2009, Neoptolemos 2010). Patienten, die nach einer vollständigen 
Resektion mit 5-FU therapiert wurden, zeigen ein medianes Überleben von 20,1 bis 
23 Monaten gegenüber den ausschließlich chirurgisch therapierten Patienten mit 
15,5 Monaten (Neoptolemos 2004, Neoptolemos 2010). 
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Beim lokal fortgeschrittenen, irresektablen und/ oder metastasierten Pankreaskarzinom 
erfolgt die Chemotherapie in palliativer Intention. Alter und Allgemeinzustand des 
Patienten sind dabei für die Wahl der verabreichten Substanzen entscheidend. Die 
beste Überlebenszeitverlängerung konnte mit dem sogenannten FOLFIRINOX-
Protokoll (Folinsäure, 5-FU, Irinotecan und Oxaliplatin) erreicht werden: das mediane 
Überleben der FOLFIRINOX-Gruppe betrug 11,1 Monate, während es bei den 
Gemcitabin-behandelten Patienten bei 6,8 Monaten lag (Conroy 2011). Für Patienten 
mit gutem Allgemeinzustand und ohne wesentliche Begleiterkrankungen stellt diese 
Behandlung daher mittlerweile den Standard dar. Für die übrigen Patienten ist neben 
der Monotherapie mit Gemcitabin seit 2014 auch die Kombination mit nab-Paclitaxel 
möglich. In der 2013 veröffentlichten MPACT-Studie zeigte auch eine Kombination aus 
Gemcitabin und nab-Paclitaxel bei metastasiertem Pankreaskarzinom ein verlängertes 
medianes Überleben von 8,5 Monaten (Von Hoff 2013). Bereits länger zugelassen ist 
die Kombination mit Erlotinib, einem Inhibitor der Rezeptortyrosinkinase EGF. Bei der 
2007 veröffentlichten Studie zeigte sich eine leichte Verbesserung des medianen 
Überlebens auf 6,2 Monate gegenüber der Gemcitabin-Monotherapie mit 5,9 Monaten 
(Moore 2007). Diese hat in der aktuellen Praxis aber keine wesentliche Bedeutung 
mehr. 
Adjuvante Strahlentherapie, auch in Kombination mit einer chemotherapeutischen 
Behandlung, zeigt klinisch keinen Überlebensvorteil (Neoptolemos 2004, Schmidt 
2012). In einigen Fällen konnte nach neoadjuvanter Gemcitabin-basierter 
Radiochemotherapie von initial als nicht respektabel eingeschätzten 
Pankreaskarzinomen doch eine Resektion erfolgen, was in einer Verlängerung des 
Gesamtüberlebens resultierte (Habermehl 2012). Dieser Vorteil ließ sich in der LAP07-
Studie und einer Metaanalyse kleinerer Studien allerdings nicht bestätigen (Ambe 
2015). Auch weitere targeted therapies und immuntherapeutische Ansätze werden 
aktuell im Rahmen von Studien geprüft. 
Letztlich wird sehr deutlich wie dramatisch schlecht die Prognosen dieser 
Krebserkrankung sind. Es bedarf dringend neuer multimodaler Therapiekonzepte, die 
das Leben dieser Patienten möglichst nicht nur um Monate, sondern hoffentlich in 
Zukunft um Jahre verlängern können. 
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1.3. Die Tumorbiologie von Pankreaskarzinomen und die zentrale Rolle 
des universell mutiert vorliegenden KRAS 
Das genetische Progressionsmodell für PDACs Entzündungen und Dysfunktionen 
des exokrinen Pankreas können zur Ausschüttung von Wachstumsfaktoren, Zytokinen 
und reaktiven Sauerstoffspezies führen, die die Zellproliferation fördern. Es kommt zur 
Selektion onkogener Mutationen und mit zunehmenden genetischen Veränderungen 
zur Progression eines Karzinoms. Histopathologisch lassen sich folgende 
Krebsvorstufen unterscheiden: muzinös-zystische Neoplasien (MCN), intraduktale 
papilläre muzinöse Neoplasien (IPMN) und pankreatische intraepitheliale Neoplasien 
(PanIN) (Hezel 2006). 
 
Anhand genetischer Analysen von PanIN-Läsionen wurde das Modell zur Progression 
von PDACs entworfen (siehe Abbildung 2; Hruban 2000, Morris 2010). 
 
 
Abbildung 2.  Das genetische Progressionsmodell des PDACs anhand pankreatischer 
intraepithelialer Neoplasien (PanIN) als typische Krebsvorstufen. Durch KRAS-Mutationen wird die 
Transformation pankreatischen Duktgewebes initiiert und es kommt histopathologisch zur Ausbildung von 
PanINs. Im Laufe der Tumorprogression akkumulieren weitere Mutationen. Es kommt zur 
Telomerverkürzung, Ausbildung von Apoptose-Evasionsmechanismen und der typischen 
desmoplastischen Bindegewebsreaktion. Anhand verschiedener Mausmodelle wurde außerdem gezeigt, 
dass bedingt durch chronische Entzündungsreaktionen und KRAS-Mutationen auch nichtduktale Zelltypen 
des Pankreas entarten können. Verändert nach Hruban 2000, Luttges 2003, Morris 2010 und Macgregor-
Das 2013.  
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Eine wichtige Rolle bei der Entartung von Pankreaszellen scheint die Aktivierung des 
Onkogens KRAS zu spielen. Bei chronischer Pankreatitis wurde mutiertes KRAS in 
circa einem Drittel der Patienten nachgewiesen, in PanIN1-Läsionen zu 99 % und auch 
bei PDAC-Patienten ist es nahezu universell aktiviert. In verschiedenen Mausmodellen 
wurde gezeigt, dass es unter den Einflüssen von KRAS-Mutationen auch zur 
Umprogrammierung nichtduktaler Zellen des Pankreas und zur Entwicklung von 
PanINs und PDACs kommt (Hezel 2006, Morris 2010). 
Auch die beginnende Verkürzung der Telomere wird bereits in den PanIN1-Vorstufen 
detektiert. Im Laufe der weiteren Progression kommt es zur Inaktivierung der 
Tumorsuppressorgene CDKN2A, P53 und SMAD4. Gleichzeitig wird auch zunehmend 
mehr desmoplastisches Gewebe gebildet, welches das für Pankreaskarzinome 
charakteristische Tumorstroma aus Fibroblasten und Sternzellen formt (Macgregor-
Das 2013).
 
Charakteristika des Pankreaskarzinoms   Aufgrund der zunehmenden molekularen 
Alterationen im Verlauf der Tumorprogression werden wichtige Signalwege modifiziert 
(Jones 2008). Die entarteten Zellen erwerben charakteristische Krebseigenschaften, 
von Hanahan und Weinberg auch als Hallmarks of cancer beschrieben und in 
Abbildung 3 zusammengefasst (Hanahan 2000, Hanahan 2011): 
 
 
Abbildung 3.  Charakteristische Tumoreigenschaften nach Hanahan und Weinberg. Initiiert durch 
KRAS-Mutationen führen diese zusammen mit weiteren Alterationen in verschiedenen Signalwegen zur 
Ausbildung dieser typischen Tumoreigenschaften im Pankreaskarzinom. Verändert nach Hanahan 2011. 
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Punktmutationen des zentralen Onkogens KRAS führen zur Konformitätsänderung 
dieses G-Proteins der Ras-Proteinfamilie und somit zur konstitutiven Aktivierung. 
Dadurch werden vor allem die nachgeschalteten PI3K/Akt-, Raf/MEK/ERK- und 
RalGEF-Signalwege beeinflusst. Diese fördern die stete Proliferation der Tumorzellen 
sowie ihre Invasion und Metastasierung (Lim 2006, Collisson 2012). Auch der NF-κB-
Signalweg wird aktiviert, sodass eine inflammatorische Tumorumgebung begünstigt 
wird. Im Tumorstroma kommt es zur Aktivierung von Sternzellen und Fibroblasten, die 
in einem positiven Feedback-Loop die KRas-Signale weiter verstärken. Immunzellen 
wie beispielsweise regulatorische T-Zellen werden infiltriert und schützen vor einer 
Immunantwort (Pylayeva-Gupta 2011, Collins 2012, Steele 2013). Der 
Zellmetabolismus wird ebenfalls durch onkogenes KRas beeinflusst. Verschiedene 
Enzyme werden in ihrer Expression gesteigert, sodass die Krebszellen einen erhöhten 
Glucose- und Glutamin-Stoffwechsel aufweisen, der letztlich wieder 
proliferationsfördernd wirkt (Ying 2012, Son 2013). 
Die Apoptose-Evasion spielt ebenfalls eine wichtige Rolle beim Pankreaskarzinom. Die 
Tumorzellen zeigen eine starke Dysregulation dieses Signalweges, sodass schließlich 
auch eine hohe Resistenz gegenüber Substanzen wie Chemotherapeutika 
hervorgerufen wird, die normalerweise den intrinsischen Zelltod hervorrufen würden 
(Rückert 2010a, Werner 2011a, Werner 2011b). In PanIN-Läsionen 1 und 2 wurden 
bislang keine apoptotischen Zellen detektiert, was für eine frühzeitige Dysregulation 
des Signalweges spricht (Luttges 2003). Auch hier wirken KRAS-Mutationen 
regulatorisch: Antiapoptotische Gene werden entweder direkt in ihrer Überexpression 
gesteigert (zum Beispiel BCLXL, MCL1), Antagonisten dieser werden inhibiert oder ihr 
Abbau (zum Beispiel Survivin) wird reduziert (Boucher 2000, Tan 2013, Tecleab 2013). 
Die umfangreiche Fehlregulation dieses Signalweges im Pankreaskarzinom soll im 
Folgenden erläutert werden. 
 
1.4. Der Apoptose-Signalweg und seine Dysregulation im 
Pankreaskarzinom 
Der evolutionär konservierte Signalweg der Apoptose ruft eine aktive Form des 
programmierten Zelltodes hervor. Dies ist essentiell für die Gewebehomöostase, um 
redundante, infizierte oder geschädigte Zellen zu eliminieren. 
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Ausgelöst werden kann dieses aktive Absterben durch verschiedene Stimuli: 
 Durch extrinsische Faktoren wie zum Beispiel Todesliganden oder fehlende 
Wachstumsfaktoren wird die extrinsische Apoptose bzw. der Todesrezeptor-
Signalweg induziert. 
 Durch zellintrinsische Faktoren wie zum Beispiel DNA-Schädigung wird die 
intrinsische bzw. mitochondriale Apoptose ausgelöst. 
 
Die Effektoren der Apoptose sind proteolytische Enzyme, die so genannten Caspasen 
(cysteinyl-aspartate specific protease). Diese Proteasen spalten ihre jeweiligen 
Substratproteine vor einem Aspartat. Als Procaspasen synthetisiert, werden sie durch 
einen apoptotischen Stimulus zu aktiven heterotetrameren Caspasen prozessiert. Über 
Signalkomplexe wie den death-inducing signaling complex (DISC) oder das 
Apoptosom werden somit Initiatorcaspasen aktiviert, die eine Caspasekaskade 
initiieren und letztlich die Effektorcaspasen aktivieren. Diese spalten für die 
Zellfunktionen essentielle Proteine wie beispielsweise Lamin und Aktin 
beziehungsweise aktivieren sie Endonukleasen. In Folge dessen kommt es zur 
Kondensation der Chromosomen und Fragmentierung der DNA. Morphologisch wird 
ein Schrumpfen der absterbenden Zellen ersichtlich sowie, bedingt durch die 
Zytoskelettzerstörung, Ausstülpungen der Zellmembran – das so genannte blebbing. 
Durch Phagozytose werden die apoptotischen Zellen eliminiert. 
 
1.4.1. Extrinsischer Apoptose-Signalweg 
Extrinsische Todessignale können Apoptose auslösen. Eine Subgruppe der 
Tumornekrosefaktor (TNF) Superfamilie fungiert hier als Todesrezeptoren. Binden 
Todesliganden an diese werden Adapterproteine wie zum Beispiel FADD über die 
death domain der Rezeptoren rekrutiert. Folglich lagern sich an FADD wiederrum die 
Procaspasen 8 und 10 an, welche dann an diesem zusammengelagerten DISC 
gespalten und damit aktiviert werden. Die Caspase 8 aktiviert schließlich, abhängig von 
einen mitochondrialen Signalverstärkungskreislauf (mitochondrial amplification loop), 
die Effektorcaspasen (siehe Abbildung 4). 
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Abbildung 4.  Die extrinsische Apoptose-Induktion in PDAC. Die extrinsischen Todessignale FASL 
oder TRAIL werden über ihre entsprechenden Rezeptoren (FAS, TRAIL-R1/2) weitergeleitet. 
Decoyrezeptoren (DcR3, TRAIL-R3/4, OPG), die diese Signale nicht weiterleiten, wirken konkurrierend. 
Durch die Zusammenlagerung der Rezeptoren mit dem Adaptermolekül FADD und den 
Initiatorcaspasen 8 und 10 werden letztere innerhalb dieses death-inducing signaling complex (DISC) in 
ihre aktive Form gespalten. Die Weiterleitung hin zu den Effektorcaspasen ist in Pankreaskarzinomzellen 
abhängig von einer mitochondrialen Signalverstärkung (siehe auch Abbildung 5). Auch wirken FAP1 und 
Flip inhibierend auf den DISC und es kann zu einer fehlgerichteten Signaltransduktion via RIP1 und 
TRAF2 kommen. Die farbliche Kennzeichnung der Proteine stellt deren Expressionslevel dar: rot – 
Überexpression, grün – Unterexpression, weiß – keine veränderte Expression gegenüber nichttumorösen 
Zellen. Adaptiert nach Werner et al. 2011b. 
 
Todesrezeptoren versus überexprimierte Decoyrezeptoren   In PDAC wurde vor 
allem das FAS- und das TRAIL-System intensiv studiert, da die Zellen eine hohe 
Resistenz gegenüber FASL- und TRAIL-vermittelter Apoptose zeigen. 
Das FAS-System kann über den FAS-Liganden (FASL) in den meisten PDAC-Zelllinien 
nur unzureichend Apoptose auslösen (Ungefroren 1998, Elnemr 2001, Ungefroren 
2001, Bernstorff 2002, Tsuji 2003, Radfar 2005, Chen 2008). Es gibt Hinweise für eine 
herunterregulierte Expression des FAS-Rezeptors und der Transport des neu 
gebildeten Proteins zur Zelloberfläche wird durch die überexprimierte 
Proteintyrosinphosphatase Fap1 gehemmt (Kornmann 2000, Pernick 2002, Ohta 
2004). Zusätzlich konkurriert der überexprimierte Decoyrezeptor DcR3 um den 
Todesliganden. Die Expression des FAS-Liganden selbst ist hochreguliert. Die 
Tumorzellen nutzen diesen sogar für eine so genannte counter-attack gegenüber dem 
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Immunsystem oder umliegendem Gewebe, um die Tumorinvasion voranzutreiben 
(O'Connell 1996). 
Trotz normaler Expression der Todesrezeptoren TRAIL-R1 und TRAIL-R2 sind 
Pankreaskarzinomzellen resistent gegenüber TRAIL (Ibrahim 2001, Ozawa 2001, 
Satoh 2001b, Mori 2005). Konkurrierend zu diesen Todesrezeptoren existieren drei 
Decoyrezeptoren: TRAIL-R3, TRAIL-R4 und Osteoprotegerin. Während TRAIL-R3 
herunterreguliert zu sein scheint, werden auch hier – wie im FAS-System – die 
Decoyrezeptoren TRAIL-R4 und Osteoprotegerin auf hohem Level exprimiert (Liao 
2001, Satoh 2001b, Sanlioglu 2009). 
 
Reduzierte Caspase 8-Aktivierung und Abhängigkeit von einer mitochondrialen 
Signalverstärkung   Die Expression von FADD, dem vermittelnden Adaptermolekül 
am DISC, wird kontrovers diskutiert. Trauzold et al. und Radfar et al. zeigten eine 
herunterregulierte Expression, die die Resistenz gegenüber der Todesrezeptor-
vermittelten Apoptose fördert (Trauzold 2003a, Trauzold 2003b, Radfar 2005). Andere 
Arbeitsgruppen haben ein normales Expressionslevel des wichtigen Adapters gezeigt 
(Elnemr 2001). Die Initiatorcaspase 8 wird zwar normal exprimiert, aber weitere 
Proteine wie Fap1 und Flip ermöglichen eine Apoptoseumgehung, indem sie das 
Signal am DISC blockieren (Li 2000, Krueger 2001). Beide Proteine liegen 
überexprimiert im PDAC vor (Elnemr 2001, Grützmann 2004). 
Schließlich ist die Menge der aktiven Caspase 8 entscheidend für die Transduktion des 
extrinsischen Apoptosesignals zu den Effektorcaspasen. In sogenannten TypII-Zellen, 
wie beispielsweise Pankreaskarzinomzellen, führt eine schwache Formation des 
DISCs zu einer generell reduzierten Caspase 8-Aktivierung. Ein zusätzlicher 
mitochondrialer Verstärkungskreislauf ist Voraussetzung für eine weitere effektive 
Signalweiterleitung und die Aktivierung der Caspasekaskade. Umgekehrt führt dadurch 
eine Blockierung der intrinsischen (mitochondriell-induzierten) Apoptose oder der post-
mitochondriellen Signalweiterleitung zur Repression des extrinsischen Signalweges 
(Scaffidi 1998, Hinz 2000). 
Das Apoptosesignal wird zum intrinsischen Part übermittelt durch die Spaltung von BID 
durch die aktive Caspase 8 (siehe Abbildung 5). Das gespaltene BID (truncated BID, 
tBID) transloziert zum Mitochondrium, wo es die Bax/ Bak-Oligomerisierung und damit 
die Permeabilisierung der äußeren Mitochondrienmembran (mitochondrial outer 
membrane permeabilization, MOMP) initiiert. In PDAC gibt es Hinweise darauf, dass 
BID unterexprimiert ist und somit die Krebszellen vor Todesrezeptor-initiierter Apoptose 
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geschützt sind (Trauzold 2003b). Auch sind für eine effektive Interaktion des tBIDs an 
der Mitochondrienmembran verschiedene regulatorische Faktoren wie zum Beispiel 
MTCH2 oder Cardiolipin wichtig. Inwieweit diese Komplexbildung überhaupt funktionell 
beim Pankreaskarzinom ist, muss noch untersucht werden (Kantari 2011). 
 
Wegleitung des extrinsischen Apoptosesignals   Extrinsische Apoptosesignale 
können auch andere, nicht-apoptotische Signalwege induzieren (siehe Abbildung 4). 
Die RIP1-Kinase bindet mit der death domain ebenfalls an den Todesrezeptoren und 
den Adaptermolekülen. Zusammen mit TRAF2 kann es nicht-apoptotische Signalwege 
auslösen wie MAP-Kinasekaskaden (JNK oder ERK), PKC und NF-κB. Prozesse der 
Entzündung, der Invasion und Proliferation werden somit anstelle des Zelltodes initiiert 
(Festjens 2007, Siegmund 2007, Guicciardi 2009, Röder 2011). Für TRAF2 wurde 
gezeigt, dass die starke Überexpression in PDAC zur Resistenz gegenüber FAS- und 
TRAIL-vermittelter Apoptose führt. Darüber hinaus führt eine konstitutive Aktivierung 
von NF-κB und weiterer Proteine zu einer gesteigerten Invasivität der Zellen. In 
Experimenten mit Catechingallat, ein TRAF2 herunterregulierender, pflanzlicher 
Gerbstoff, konnten die PDAC-Zellen gegenüber TRAIL-induzierter Apoptose wieder 
resensitiviert werden (Trauzold 2005, Röder 2011). 
 
1.4.2. Intrinsischer Apoptose-Signalweg 
Der mitochondriale Signalweg wird durch verschiedene zelluläre Stressoren, 
zytotoxische Stimuli, DNA-Schäden oder die Signalweiterleitung des Todesrezeptor-
vermittelten Apoptosesignals induziert. Letztlich kulminiert er in der Permeabilisierung 
der äußeren Mitochondrienmembran (mitochondrial outer membrane permeabilization, 
MOMP) und führt damit zur Ausschüttung apoptotischer Faktoren in das Zytosol. Diese 
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Abbildung 5.  Die intrinsische Apoptose-Induktion in PDAC. Die intrinsische Apoptose wird durch 
Transduktion eines extrinsischen Signals über die Spaltung von tBID oder andere Signalwege zur 
Übermittlung von Stresssignalen (wie zum Beispiel DNA-Schäden) vermittelt. Die Effektoren Bax und Bak 
liegen sequestriert durch antiapoptotische Mitglieder der Bcl2 Proteinfamilie vor. Nur durch Inhibierung 
dieser durch proapoptotische Mitglieder kommt es zur Homo-/ Heterodimerisierung der Effektoren, was zu 
einer Permeabilisierung der äußeren Mitochondrienmembran führt. Verschiedenste Proteine wie 
Cytochrom C oder AIF werden in das Zytosol entlassen, die eine Caspase-abhängige und –unabhängige 
Apoptose auslösen. Die farbliche Kennzeichnung der Proteine stellt deren Expressionslevel dar: rot – 
Überexpression, grün – Unterexpression, weiß – keine veränderte Expression gegenüber nichttumorösen 
Zellen, grau – keine Daten vorliegend. Adaptiert nach Werner et al. 2011b. 
 
Defekte Sensoren des intrinsischen Apoptose-Signalweges   Wie bereits bezüglich 
der extrinsischen Apoptose-Induktion beschrieben, ist unklar, inwieweit die 
Übertragung des Signals per tBID hin zum intrinsischen Apoptose-Signalweg im 
Pankreaskarzinom gewährleistet ist. P53 ist ebenfalls ein wichtiger Signaltransmitter. 
Konventionelle Krebstherapien wie Radio- und Chemotherapie führen zur DNA-
Schädigung bzw. zum Blockieren der DNA-Synthese. Beides würde zur p53-
vermittelten Aktivierung des intrinsischen Apoptose-Signalweges führen (Rupnow 
1999, Kim 2006). Doch in Pankreastumoren liegt dieser wichtige Sensor und 
Tumorsuppressor in 50 – 75 % mutationsbedingt inaktiviert vor und unterstützt somit 
die Umgehung des Zelltodes und die Therapieresistenz (Koliopanos 2008, Rückert 
2009). 
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Ungleichgewicht pro- und antiapoptotischer Mitglieder der Bcl2-
Proteinfamilie   Die zentralen Regulatoren des intrinsischen Apoptose-Signalweges 
sind die Mitglieder der Bcl2-Proteinfamilie, die durch ihre BH (BCL2 homology)-
Domäne charakterisiert sind. Bax und Bak sind proapoptotische Effektorproteine, die 
durch Homo- oder Heterodimerisierung die Permeabilisierung der äußeren 
Mitochondrienmembran induzieren. Antiapoptotische Mitglieder (Bcl2, Bclw, Bclx, Mcl1) 
sequestrieren diese Effektoren unter normalen Bedingungen. Bei einem 
Apoptosesignal werden diese antiapoptotischen Proteine durch weitere 
proapoptotische Mitglieder der Bcl2 Familie neutralisiert (zum Beispiel Bad, Puma, 
Noxa). Dieses Gleichgewicht aus pro- und antiapoptotischen Bcl2 
Proteinfamilienmitgliedern ist ausschlaggebend für die Induktion der intrinsischen 
Apoptose (Adams 2001). 
In Pankreaskarzinomzellen herrscht jedoch ein Ungleichgewicht in Richtung der 
antiapoptotischen Proteine vor. So liegen beispielsweise BclxL und Mcl1 überexprimiert 
vor und verhindern die MOMP durch die Sequestrierung der Effektoren Bax und Bak 
(Miyamoto 1999, Boucher 2000, Hinz 2000, Evans 2001, Shi 2002, Sharma 2005, 
Okamoto 2007, Wei 2008). Außerdem liegen die proapoptotischen Proteine in der 
Minderheit vor. So ist beispielsweise BNIP3, ein wichtiger Hypoxie-Sensor, durch 
Promotorhypermethylierung herunterreguliert und führt zu Gemcitabin-Resistenz (Abe 
2005, Akada 2005, Erkan 2005). Auch das Homolog BNIP3L wird in PDAC verringert 
exprimiert (Niedergethmann 2007). Noxa, durch die hochregulierte Histondeacetylase 
HDAC2 inhibiert, ist ebenfalls mit einer Therapieresistenz in PDAC assoziiert (Fritsche 
2009). 
 
1.4.3. Postmitochondrialer Apoptose-Signalweg 
Nach der Permeabilisierung der Mitochondrienmembran (MOMP) werden 
verschiedenste apoptotische Faktoren in das Zytosol der Zelle entlassen wie zum 
Beispiel Cytochrom C, Endonuklease G, AIF, ARTS, Smac und HtrA2. Cytochrom C ist 
ein wichtiger Bestandteil des Apoptosomen-Komplexes. Die Caspase-
Rekrutierungsdomänen (CARDs) des zytosolischen Proteins Apaf1 oligomerisieren 
nach Bindung an Cytochrom C. Die Initiatorcaspase 9 wird an den Komplex rekrutiert 
und aktiviert. Folgend wird die Effektorcaspase 3 durch das Apoptosom aktiviert und 
die Caspasekaskade gestartet (siehe Abbildung 6). 
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Abbildung 6.  Die postmitochondriale Signalweiterleitung der Apoptose in PDAC. Die mitochondrielle 
Ausschüttung von Cytochrom C führt zur Zusammenlagerung des Apoptosom-Komplexes, wobei die 
Procaspase 9 aktiviert wird. Diese spaltet schließlich die Effektorcaspasen und initiiert damit die 
Caspasekaskade. Inhibiert werden die Caspasen als ausführende Enzyme durch inhibitor of apoptosis 
proteins (IAPs). Die farbliche Kennzeichnung der Proteine stellt deren Expressionslevel dar: rot – 
Überexpression, grün – Unterexpression, weiß – keine veränderte Expression gegenüber nichttumorösen 
Zellen, grau – keine Daten vorliegend. Adaptiert nach Werner et al. 2011b. 
 
Unzureichende Formierung des Apoptosoms    Die Funktionalität dieses Komplexes 
wird umfangreich diskutiert. Gerhard et al. zeigten die generelle Integrität dieses post-
mitochondriellen Signalweges. Das Expressionslevel von Cytochrom C ist in PDAC 
normal und auch die Aktivierung der Caspasen 9 und 3 wurde nachgewiesen. 
Trotzdem zeigten einige Zelllinien eine geringe Signalweiterleitung nach Cytochrom C-
Ausschüttung und eine verminderte Aktivität von Caspase 3 trotz Aktivierung von 
Caspase 9 (Gerhard 2002). Hier scheinen regulatorische Proteine wie IAPs (inhibitor of 
apoptosis proteins) und Hsps (heat shock proteine) ursächlich beteiligt zu sein. Hsp70 
ist beispielsweise stark überexprimiert in PDAC und inhibiert die Apoptosom-
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Formierung durch Bindung an die CARD von Apaf1 (Aghdassi 2007, Phillips 2007). Für 
Apaf1 wurde generell eine verminderte Expression in PDAC-Zelllinien beschrieben. In 
60 % von Gewebeproben zeigte sich ein Allelverlust in 12q22-23, dem Apaf1-Locus 
(Kimura 1996, Kimura 1998, Corvaro 2007).  
  
Dysregulation der Effektorcaspasen durch IAPs   Die Proteinfamilie der IAPs 
(inhibitor of apoptosis proteins) hemmt die postmitochondriell aktiven Caspasen – 
sowohl die Initiatorcaspase 9 des Apoptosoms als auch die Effektorcaspasen 3, 6 
und 7. Durch eine direkte Bindung der IAPs an die Caspasen blockieren sie deren 
enzymatische Aktivität. Auch können sie diese ubiquitinieren und somit deren Abbau 
durch das Proteasom veranlassen. 
Bei intrinsischer Apoptose-Induktion werden unter anderem Smac/ Diablo, HtrA2/ Omi 
und ARTS aus dem Mitochondrium entlassen, die diese Gegenspieler der Caspasen 
sequestrieren. In Pankreaskarzinomzellen sind jedoch ARTS und HtrA2 
unterexprimiert, während die Mitglieder der IAPs stark überexprimiert vorliegen (Satoh 
2001a, Grützmann 2004, Qiao 2004, Lee 2005, Tonini 2005, Shrikhande 2006, 
Esposito 2007, Karikari 2007, Lopes 2007, Rückert 2010a).  
 
Die IAPs wurden zunächst im Baculoviralen Genom durch Crook et al. identifiziert. 
Während einer viralen Infektion supprimieren sie die Zelltodantwort durch die Wirtszelle 
(Crook 1993). Strukturell sind die IAPs durch eine bis drei Kopien der baculovirus IAP 
repeat (BIR)-Domänen gekennzeichnet, mit denen sie an die Caspasen binden, sowie 
durch ein C-terminales RING finger Motiv. 
Im Menschen sind aktuell acht Mitglieder dieser evolutionär hochkonservierten 
Proteinfamilie endogener Caspase-Inhibitoren beschrieben. Aktuell wurde beschrieben, 
dass Xiap in vivo als einziges Mitglied der Proteinfamilie direkt mit den Caspasen 
interagiert. Survivin und die anderen üben ihre antiapoptotische Funktion nur indirekt 
über Interaktionen mit Xiap aus (Eckelman 2006). Die Expression von Xiap ist invers 
mit dem Überleben von PDAC-Patienten assoziiert (Huang 2010). 
Innerhalb der IAP-Proteinfamilie scheint Survivin ein besonders auffälliges Onkogen zu 
sein. Normalerweise wird die Expression während der Embryonalentwicklung 
heruntergefahren, aber in nahezu allen Tumoren wird eine starke Überexpression 
berichtet. Die Expression von Survivin ist Zellzyklus-reguliert und gipfelt in der G2/M-
Phase. Es ist ein funktioneller Bestandteil des Chromosomalen Passenger Complexes 
und trägt außerdem auch zur Stabilisierung der mitotischen Spindeln bei. Die Survivin-
Einleitung   28 
Pools dieser verschiedenen Kompartimente des Mitoseapparates scheinen die Phasen 
der Zellteilung zu orchestrieren (Li 1998, Fortugno 2002, Giodini 2002, Altieri 2006, 
Lens 2006, Ruchaud 2007). So werden bei einer Überexpression von Survivin die 
Kontrollpunkte der Mitose umgangen, wo normalerweise geschädigte Zellen aussortiert 
werden würden. Diese Mitose-fördernde und Apoptose-inhibierende Wirkung von 
überexprimiertem Survivin in Tumoren resultiert schließlich in verringerter Apoptose, 
Therapie-Resistenz und einem generell verschlechterten Krankheitszustand. 
Unabhängig von der Krebsentität zeigen die Patienten eine verkürztes 
Gesamtüberleben und auch ein höheres Rezidivrisiko (reviewed in Altieri 2003). 
Auch viele weitere Funktionen der IAPs wurden in der letzten Dekade beschrieben 
(reviewed in Altieri 2010). Beispielsweise gelten sie auch als Aktivatoren des NF-κB-
Signalweges. NF-κB fördert die Expression der antiapoptotischen Bcl-2 
Familienmitglieder, sowie von Flip und IAPs, inhibiert also Apoptose-Signalwege (Baud 
2009). Gleichzeitig fördern bestimmte Mitglieder der IAP-Familie den NF-κB-Signalweg 
weiter (Xiap: Lewis 2004, Lu 2007, cIAP1/2: Bertrand 2008, Mahoney 2008, 
Varfolomeev 2008), so dass es zu einer permanenten Signalverstärkung kommt (Baud 
2009). Das Tumorwachstum und die -progression werden durch den Signalweg, der im 
Pankreaskarzinom konstitutiv aktiviert ist (Basseres 2006), weiter gesteigert (reviewed 
in Karin 2005, Perkins 2007). 
 
1.4.4. Das Modell des apoptotischen Schwellenwertes nach Lowe et al. 
Zusammenfassend wurde eine umfangreiche Dysregulation des Apoptose-
Signalweges in PDAC festgestellt. Das Gleichgewicht pro- versus antiapoptotischer 
Faktoren ist sowohl innerhalb der extrinsischen und intrinsischen Apoptose-Induktion, 
als auch bezüglich der post-mitochondrialen Signaltransduktion verschoben. Folglich 
sind die Tumorzellen resistent gegenüber Apoptosestimuli. 
 
Lowe et al. beschrieben dieses Ungleichgewicht hinsichtlich apoptotischer Faktoren 
generell für Tumorzellen. Sie postulierten eine Resensitivierung der Zellen durch 
Wiederherstellung des Gleichgewichtszustandes, indem proapoptotische Faktoren 
verstärkt exprimiert und/ oder antiapototische Faktoren in ihrer Expression inhibiert 
werden würden. Aufgrund der starken Abhängigkeit der Tumorzellen von diesen 
Resistenzmechanismen würde dies zur Apoptose-Induktion führen (siehe Abbildung 7). 
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Abbildung 7.  Das Modell des apoptotischen Schwellenwertes nach Lowe et al. (2004). In 
Tumorzellen liegt meist ein Ungleichgewicht pro- und antiapoptotischer Faktoren vor, was die 
Überschreitung des apoptotischen Schwellenwertes inhibiert. Durch Erhöhung der Expression 
proapoptotischer Faktoren oder Reduktion antiapoptotischer Faktoren postulieren Lowe et al. eine 
Sensitivierung der Zellen, die schließlich aufgrund der Abhängigkeit der Tumorzellen zur Apoptose-
Induktion führt. 
 
Basierend auf diesem Modell sollte die Apoptoseresistenz von Pankreaskarzinom-
Zelllinien schließlich analysiert und breitgefächert destabilisiert werden. Die Klonierung 
von Überexpressionsplasmiden ist zeitaufwendig und die Transfektion mehrerer 
Plasmide in eukaryotische Zellen ohne zusätzliche zytotoxische Effekte kritisch. Daher 
wurde der Fokus auf die Herabregulierung antiapoptotischer Proteine gelegt. SiRNAs 
erschienen als geeignetes genetisches Werkzeug, um effizient und spezifisch die 
Expression verschiedenster, geeigneter Kandidatengene herabzuregulieren. 
Natürlicherweise kommt es in eukaryotischen Zellen durch die Spaltung von zum 
Beispiel viraler dsRNA durch ein DICER-Enzym zur Ausbildung von siRNAs, die 
schließlich über einen RNA-induced signaling complex (RISC) die Spaltung des 
komplementären mRNA-Substrats vermitteln und somit die Translation unterbinden. 
Dieser zellinterne Abwehrmechanismus kann durch das Einbringen synthetischer 
siRNAs als genomisches Werkzeug genutzt werden, um spezifisch die Genexpression 
herabzuregulieren (Caplen 2004). 
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1.5. Zielstellung 
Induziert durch KRAS-Mutationen entwickeln sich Pankreaskarzinome anschließend 
sehr heterogen. In Bezug auf den individuellen Patienten variiert das Genexpressions- 
und -mutationsmuster enorm. Aber auch intrinsisch entwickeln sich Tumorsubklone in 
Abhängigkeit vom jeweiligen Mikromilieu unterschiedlich weiter (Mafficini 2014, 
Maddipati 2015, Stadler 2015). Allen PDACs gleich sind jedoch diese 
Proliferationsfördernden Mutationen des KRAS sowie ein dysregulierter Apoptose-
Signalweg (Jones 2008). Beides führt zur Tumorprogression und Resistenz gegenüber 
herkömmlichen onkologischen Therapiekonzepten. 
 
Neben Mutationsanalysen zu KRAS wurde in unserem Labor per Mikroarray-Analyse 
die Expression Apoptose-assoziierter Gene untersucht (Rückert 2010a). Eine mögliche  
Dysregulation des Apoptose-Signalweges sollte in einer umfangreichen 
Literraturrecherche und durch experimentelle Expressionsuntersuchungen analysiert 
werden. 
 
Potenzielle Kandidatengene, die antiapoptotisch fungieren und überexprimiert 
vorlagen, sollten schließlich gezielt mit RNAi-Techniken in ihrer Expression inhibiert 
werden. Nach der Einzelgencharakterisierung sollten wirkungsvolle Kandidatengene 
gemeinsam siRNA-basiert herabreguliert werden. Ausgangspunkt war das in unserem 
Labor etablierte Konzept des simultanen Gensilencings (SGS3) (Rückert 2010b). Hier 
zeigten Rückert et al., dass der gemeinsame Knockdown antiapoptotischer Gene in 
Pankreaskarzinomzellen wirkungsvoller Apoptose induzieren konnte als der 
Einzelknockdown. Basierend auf diesem Konzept, die Apoptose-Dysregulation 
breitgefächert und somit unabhängig vom individuellen Expressionsmuster zu 
normalisieren, sollte der multimodale Therapieansatz des SGS um Kandidatengene 
erweitert, optimiert und schließlich auch in vivo validiert werden (siehe auch 
Versuchsübersicht Abbildung 12). 
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2. Material und Methoden 
2.1. Materialien 
2.1.1. Fein- und Biochemikalien 
Tabelle 1.  Verwendete Feinchemikalien. 
Feinchemikalien Firma 
Agarose Serva, Heidelberg, DE 
BlueJuice Gel-Ladepuffer (10 x) Life Technologies, Carlsbad, US 
Diethylpyrocarbonat-behandeltes Wasser (DEPC-H2O) MP Biomedicals, Illkirch, FR 
Ethanol, absolut VWR, Darmstadt, DE 
FACS-FLOW  Becton Dickinson, Franklin Lakes, US 
FACS-RINSE Becton Dickinson 
FACS-SAFE Becton Dickinson 
Gemcitabin (40mg/ ml) Hexal, Holzkirchen, Deutschland 
Halt Protease Inhibitor Single-use Cocktail (100 x) Thermo Fisher Scientific, Waltham, US 
Halt Phosphatase Inhibitor Single-use Cocktail (100 x) Thermo Fisher Scientific 
In vivo-jet PEI Polyplus, Illkirch, Frankreich 
Isopropanol Merck, Darmstadt, DE 
Methanol VWR 
Magermilchpulver AppliChem, Gatersleben, DE 
Natriumchlorid VWR 
Nonidet P-40 (NP-40) US Biological, Salem, US 
NuPAGE Antioxidant Life Technologies 
NuPAGE LDS Sample Buffer (4 x) Life Technologies 
NuPAGE MES SDS Running Buffer (20 x) Life Technologies 
NuPAGE Sample Reducing Agent (10 x) Life Technologies 
NuPAGE Transfer Buffer (20 x) Life Technologies 
Phosphate Buffered Saline (PBS), ohne Ca2+/Mg2+ Life Technologies/ GE Healthcare 
Rinderserum-Albumin (BSA) Carl Roth, Karlsruhe, DE 
Sodium-Deoxycholat AppliChem 
Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE) (50 x) Sigma-Aldrich, St. Louis, US 
Tris Carl Roth/ Sigma-Aldrich 
TrisHCl (1 M) Sigma-Aldrich 
Tween 20 Carl Roth 
Wasser für Injektionszwecke (Aqua dest.) Serumwerk Bernburg, Bernburg, DE 
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Tabelle 2.  Verwendete Biochemikalien. 
Biochemikalien Firma 
Enzyme: 
RNase A (50 mg/ml) Sigma-Aldrich 
Superscript II Reverse Transkriptase Life Technologies 
Farbstoffe: 
DAPI Sigma-Aldrich 
Ethidiumbromid-Lösung (1 %) Carl Roth 
FITC-Annexin Becton Dickinson 
GelRed Nucleic Acid Stain (20.000x) Biotium, Hayward, CA 
Ponceau S-Lösung Sigma-Aldrich 
Propidiumjodid Sigma-Aldrich 
Trypanblau-Lösung (4 %) Sigma-Aldrich 
Kitsysteme: 
BCA Protein Assay Kit Thermo Fisher Scientific 
ECL Plus Western Blotting Detection Reagents GE Healthcare, Chalfont St. Giles, GB 
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit Life Technologies 
Immobilon Western HRP Substrat Merck 
Nucleo Spin RNA II Macherey-Nagel, Düren, DE 
Power Sybr Green Master Mix Life Technologies 
Cell Proliferation Reagent WST-1 Roche, Basel, Schweiz 
Medien und Zusätze für die Zellkultur: 
Antibiotic/ Antimycotic (100 x) Life Technologies 
Definiertes Keratinozyten Serum-freies Medium (K-SFM) Life Technologies 
Dimethylsulfoxid (DMSO) WAK-Chemie GmbH, Bad Homburg, DE 
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM); 4,5 g/l 
Glukose; 1,5 g/l Natriumbikarbonat, 2 mM GlutaMAX 
Life Technologies/ GE Healthcare 
Fetales Kälberserum (FKS) PAA, Pasching, Österreich 
Glukose (40 %) B. Braun, Melsungen, DE 
GlutaMAX (100 x) Life Technologies 
HEPES (1 M) Life Technologies 
Natriumpyruvat (100 mM) Life Technologies 
Oligofectamine Transfection Reagent Life Technologies 
Opti-MEM Life Technologies 
Pferdeserum Life Technologies 
RPMI 1640-Medium; 2 mM L-Glutamin Life Technologies/ GE Healthcare 
Molekulargewichtsstandards: 
DNA-Ladder 100 bp Life Technologies 
DNA-Ladder 1 kb Life Technologies 
Full-Range Rainbow Molecular Weight Markers  GE Healthcare 
Precision Plus All Blue ProteinTM Standard Bio-Rad, Hercules, US 
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2.1.2. Zelllinien 
Tabelle 3.  Verwendete humane und murine Zelllinien. 
Zelllinie Beschreibung Referenz 
Humane Zelllinien: 
AsPC1 Pankreasadenokarzinom ATCC CRL-1682 (Chen 1982) 
BxPC3 Pankreasadenokarzinom ATCC CRL-1687 (Tan 1986) 
HDPE-E6E7 Pankreasgangepithel Ming Tsao, Ontario Cancer Institute, Toronto, CA 
Hs766T Pankreaskarzinom ATCC HTB-134; Tatjana Crnogorac-Jurcevic, Barts Cancer 
Institute, London, GB 
MiaPaCa2 Pankreaskarzinom ATCC CRL-1420 
Panc1 Pankreasgangkarzinom ATCC CRL-1469 (Lieber 1975) 
Murine Zelllinien: 
K8282 Pankreasadenokarzinom David A. Tuveson, Cold Spring Harbor Laboratory, NY, US 
K8484 Pankreasadenokarzinom David A. Tuveson 
K8675 Pankreasadenokarzinom David A. Tuveson 
K8849 Pankreasadenokarzinom David A. Tuveson 
K9043 Pankreasadenokarzinom David A. Tuveson 
TB32043 Pankreasadenokarzinom David A. Tuveson 
TB32047 Pankreasadenokarzinom David A. Tuveson 
TB32048 Pankreasadenokarzinom David A. Tuveson 
TB32908 Pankreasadenokarzinom David A. Tuveson 
 
2.1.3. Tiere 
NMRInu/nu-Mäuse (Crl: NU-Foxn1nu): 
♀, 10 Wochen alt, vom Experimentellen Zentrum der Technischen Universität Dresden 
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2.1.4. Nukleinsäuren 
Tabelle 4.  Verwendete humane und murine Primer für die qRT-PCR. 
Gen Bezeichnung Sequenz (5´→3´) 
Humane qRT-PCR-Primer: 
ACTB Hs_ACTB_185_f2 AAATCTGGCACCACACCTTC 
 Hs_ACTB_185_r2 AGAGGCGTACAGGGATAGCA 
BCL2L1 Hs_BCL2L1_166_f1 ATGAACTCTTCCGGGATGG 
 Hs_BCL2L1_166_r1 TGGATCCAAGGCTCTAGGTG 
BIRC4 Hs_BIRC4_135_f1 CACTTGAGGTTCTGGTTGCAG 
 Hs_BIRC4_135_r1 TGCAAAGCTTCTCCTCTTGC 
BIRC5 Hs_BIRC5_141_f1 GTTGCGCTTTCCTTTCTGTC 
 Hs_BIRC5_141_r1 TCTCCGCAGTTTCCTCAAAT 
CFLAR Hs_CFLAR_170_f2 AGAGGTAAGCTGTCTGTCGG 
 Hs_CFLAR_170_r2 TCCTCACCAATCTCTGCCAT 
KRAS Hs_KRAS_193_f1 GTACATGAGGACTGGGGAGG 
 Hs_KRAS_193_r1 TGCTAAGTCCTGAGCCTGTT 
MCL1 Hs_MCL1L_175_f2 AAGGCGCTGGAGACCTTAC 
 Hs_MCL1L_175_r2 TCACAATCCTGCCCCAGTTT 
Murine qRT-PCR-Primer: 
ACTB Mm_ActB_154_f3 GGCTGTATTCCCCTCCATCG 
 Mm_ActB_154_r3 CCAGTTGGTAACAATGCCATGT 
BCL2L1 Mm_BCL2L1_187_f GTTGGATGGCCACCTATCTG 
 Mm_BCL2L1_187_r AAGAGTGAGCCCAGCAGAAC 
BIRC4 Mm_BIRC4_157_f TTGGAACATGGACATCCTCA 
 Mm_BIRC4_157_r TACCACTTCGCATGCTGTTC 
BIRC5 Mm_BIRC5_106_f ATCGCCACCTTCAAGAACTG 
 Mm_BIRC5_106_r AATCAGGCTCGTTCTCGGTA 
CFLAR Mm_CFLAR_127_f AACCCTCACCTGGTTTCTGA 
 Mm_CFLAR_127_r CCTTGGCTATCTTGCCTCTG 
GAPDH Mm_GAPDH_171_f AGCTTGTCATCAACGGGAAG 
 Mm_GAPDH_171_r CGGAGATGATGACCCTTTTG 
KRAS Mm_KRAS_184_f AGAGCGCCTTGACGATACAG 
 Mm_KRAS_184_r CCCTCCCCAGTTCTCATGTA 
MCL1 Mm_MCL1_147_f2 CAAAGATGGCGTAACAAACTGG 
 Mm_MCL1_147_r2 CGTTTCGTCCTTACAAGAACA 
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Tabelle 5.  Verwendete, gegen humane (hs) und murine (mm) Gene gerichtete siRNAs. 
Gen Bezeichnung siRNA Zielsequenz (5´→3´) Referenz 
- Allstars - Qiagen, Hilden, GE 
BCL2 Hs_BCL2 GUACAUCCAUUAUAAGCUG (Rückert 2010b) 
BCL2L1 Hs_BCL2L1.1 GCAGCUUGGAUGGCCACUU (Kunze 2012b) 
 Hs/Mm_ BCL2L1.2 AGACAAGGAGAUGCAGGUAUU  
 Mm_ BCL2L1 GCAAGUUGGAUGGCCACCU homolog zu Hs_BCL2L1.1 
CFLAR Hs_CFLAR.1 CAGGAACCCUCACCUUGUU (Haag 2011) 
 Hs_CFLAR.2 AGGCAAGAUAAGCAAGGAGAA Qiagen, Hilden, GE 
 Mm_CFLAR GCCAAGGAGCAAGAUCAAAUA (Cleary 2004, Paddison 2004) 
KRAS Hs/Mm_KRAS.1 GGCUAUAUUUACAUGCUACUA (Cleary 2004, Paddison 2004) 
 Hs_KRAS.2 AAGGAGAAUUUAAUAAAGAUA Qiagen 
MCL1 Hs_MCL1.1 (L) AAGUAUCACAGACGUUCUC (Schulze-Bergkamen 2006) 
 Hs_MCL1.2 (L) GAAAGCUGCAUCGAACCAU (Machida 2006) 
 Hs_MCL1  (L+S) CCCGCCGAAUUCAUUAAUUUA Qiagen, Hilden, Germany 
 Mm_Mcl1.5 GAAAGCUUCAUCGAACCAUUU (Oishi 2004) 
BIRC5 Hs_BIRC5.1 GAAUUUGAGGAAACUGCGA (Asanuma 2004, Rückert 2010b) 
 Hs_BIRC5.2 CACCACUUCCAGGGUUUAU (Kenny 2011) 
 Mm_BIRC5 GAGUUUGAAGAGACUGCAA homolog zu Hs_Birc5.1 
BIRC4 Hs_BIRC4.1 GUGGUAGUCCUGUUUCAGC (Chawla-Sarkar 2004, Rückert 
2010b) 
 Hs_BIRC4.2 CGAGCAGGGUUUCUUUAUA (Kunze 2012b) 
 Mm_BIRC4 GUAGUAGUCCUGUUUCAGC homolog zu Hs_Birc4.2 
KIF11 Hs/Mm_KIF11 AACUGAAGACCUGAAGACAAU (Rückert 2010b) 
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2.1.5. Antikörper 
Tabelle 6.  Verwendete Primär-Antikörper. 
Protein Blocking 1.AK 2.AK 
Bcl2 5% BSA Santa Cruz sc-509 5% BSA 1:200 5% BSA Maus 
 5% Milch CellSignaling #2870 5% BSA 1:1000 5% Milch Hase 
BclxL 5% Milch QED Bioscience #11017 5% Milch 1:100 5% Milch Maus 
  5% Milch Santa Cruz sc-634 5% BSA 1:200 5% Milch Hase 
 5% Milch CellSignaling #2764 5% BSA 1:1000 5% Milch Hase 
Flip 
5% Milch Cell Signaling #3210 *2 5% Milch 1:1000 5% Milch Hase 
5% BSA Alexis Biochemicals ALX-804-428 *1 5% BSA  1:500 5% Milch Maus 
5% Milch Alexis Biochemicals ALX-804-127 *1 5% BSA  1:1000 5% Milch Ratte 
5% Milch Santa Cruz sc-136160 5% Milch 1:200 5% Milch Maus 
5% Milch Cell Signaling #9542 5% Milch 1:1000 5% Milch Hase 
5% Milch Adipogene AG-20B-0056B 5% BSA 1:1000 5% Milch Maus 
GAPDH 5% Milch Abcam ab8245 5% Milch 1:5000 5% Milch Maus 
  5% Milch Cell Signaling #2118 5% BSA 1:1000 5% Milch Hase 
KRas 5% Milch Santa Cruz sc-30 5% Milch 1:100 5% Milch Maus 
 5% Milch Novus Biologicals NBP2-17091 5% Milch 1:1000 5% Milch Hase 
Mcl1L 5% Milch Santa Cruz sc-819 5% Milch 1:100 5% Milch Hase 
  5% Milch Cell Signaling #5453 5% BSA 1:1000 5% Milch Hase 
PARP 5% Milch Cell Signaling #9542 5% Milch 1:1000 5% Milch Hase 
Survivin 5% Milch Abcam ab8228 5% Milch 1:250 5% Milch Hase 
  5% Milch Cell Signaling #2808 5% BSA 1:1000 5% Milch Hase 
  5% Milch Novus Biologicals NB500-201 5% Milch 1:1000 5% Milch Hase 
-Tubulin 5% Milch Cell Signaling #2146 5% BSA 1:1000 5% Milch Hase 
 5% Milch Sigma-Aldrich T9026 5% Milch 1:5000 5% Milch Maus 
Xiap 5% Milch BD 610716 (für WB) 5% Milch 1:500 5% Milch Maus 
  5% Milch BD 610762 (für IHC) 5% Milch 1:500 5% Milch Maus 
*1 nicht mehr lieferbar 
*2 unzureichende Spezifität 
 
Tabelle 7.  Verwendete Sekundär-Antikörper. 
Antigen Firma Blocking Verdünnung 
Anti-goat IgG R&D Systems HAF109 5% Milch 1:1000 
Anti-mouse IgG Cell Signaling 7076 5% Milch 1:1000 
Anti-rabbit IgG Cell Signaling 7074 5% Milch 1:1000 
Anti-rat IgG Cell Signaling 7077 5% Milch 1:1000 
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2.2. Methoden 
2.2.1. Zellkulturtechniken 
Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgeführt. Zum 
Pelletieren wurden die eukaryotischen Zellen, wenn nicht anders angegeben, jeweils 
für 5 min mit 500 x g abzentrifugiert. 
 
Kultivierung eukaryotischer Zellen   Die Kultivierung aller Zelllinien erfolgte bei 37°C 
und 5 % CO2. Der KRAS-Mutationsstatus wurde durch das Institut für Pathologie des 
Universitätsklinikums Carl Gustav Carus Dresden ermittelt bzw. bestätigt. Folgende 
Zellkulturen mit den entsprechenden Wachstumsmedien wurden verwendet: 
 
Tabelle 8.  Verwendete Zellkulturen, deren KRAS-Mutationsstatus und eingesetztes Medium. 
Zelllinie KRAS-Mutation Zellkulturmedium und Supplemente 
Humane Standard-Zelllinien: 
ASPC1 G12D RPMI 1640, 10 % FKS, 4,5g/l Glucose, 1mM 
Natriumpyruvat, 10mM HEPES BxPC3 WT 
HDPE-E6E7 WT K-SFM 
Hs766T Q61H DMEM, 10 % FKS 
MiaPaCa2 G12C DMEM, 10 % FKS, 2,5 % Pferdeserum 
Panc1 G12D RPMI 1640, 10 % FKS 
Humane Primärzelllinien: 
PaCaDD43 G12D Dresden-Medium: 
2/3 DMEM, 20% FKS 
1/3 K-SFM 
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Passagieren der Zellen   Je nach Wachstumsrate der Zellen wurde zwei Mal pro 
Woche das Medium gewechselt bzw. wurden diese bei 80 bis 90 %iger Konfluenz 
gesplittet. Dafür wurde das Medium der adhärent wachsenden Zelllinien verworfen und 
die Zellen mit circa 10 ml PBS gespült. Durch die Inkubation mit Trypsin-EDTA (T125: 
4 ml, T75: 2 ml, T25: 1 ml) für 5 bis 20 min bei 37°C wurden die Zellen von dem 
Zellkulturflaschenboden abgelöst. Diese enzymatische Reaktion wurde anschließend 
durch Zugabe des entsprechenden Vollmediums abgestoppt. Die HDPE-E6E7-Zellen, 
deren Medium kein FKS enthält, wurden mit FKS-haltigem Medium abgestoppt, 
abzentrifugiert und in ihrem entsprechendem Vollmedium resuspendiert. 
Je nach Bedarf wurden die Zellen ausgezählt, um sie für Versuche auszuplattieren. Ein 
Teil der Zellen wurde in neue Zellkulturflaschen mit frischem Vollmedium ausgesät, 
wobei sich die Splittingraten von 1:2 bis 1:10 an den Vorgaben der American Type 
Culture Collection (ATCC, http://atcc.org) orientierten. 
 
Etablierung von Primärzellkulturen aus Tumorgeweben   Nach der Resektion von 
Pankreaskarzinomen im Institut für Viszeral-, Thorax- und Gefäßchirurgie des 
Universitätsklinikums Carl Gustav Carus Dresden wurden im Anschluss an eine 
pathologische Begutachtung aus einem Teil des Tumorgewebes Primärzellkulturen 
etabliert (Ethikkommisionsvotum EK304122007). Hierfür wurde sowohl Gewebe aus 
Primärtumoren, hepatischen und lymphatischen Metastasen, als auch 
Flüssigkeitsansammlungen aus einer PDAC-bedingten malignen Aszites oder einem 
Pleuraerguss verwendet. 
Das Resektat wurde mit einem sterilen Skalpell in einer 6 Well-Platte in circa 1 mm³ 
große Quader zerschnitten und kurz antrocknen gelassen. Diese wurden dann in 
Dresden-Medium, das zu einem Drittel aus K-SFM und zu zwei Dritteln aus DMEM mit 
20 % FKS besteht, unter Zugabe von Antibiotika und Antimykotika kultiviert. Die aus 
den Gewebestücken ausgewachsenen Zellen wurden durch Trypsinieren weiter 
überführt, wobei darauf zu achten war, dass keine Kontaminierung durch Fibroblasten 
erfolgte. 
Die erfolgreich etablierten Zelllinien wurden als Pancreatic Cancer Dresden (PaCaDD) 
bezeichnet und per STR-Analyse bezüglich ihrer Reinheit und Klonalität überprüft. 
Diese Outgrowth-Methode als auch die weiterführende Charakterisierung der 
Primärzelllinien wurde bereits teilweise veröffentlicht (Rückert 2011, Rückert 2012). 
Auch aus den Tumoren der in vivo Versuche wurden mit Hilfe dieser Methode 
Primärzellkulturen etabliert. Zum einen konnten die Zelllinien so weiter charakterisiert 
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und bezüglich ihrer Transfektionseffizienz getestet werden, zum anderen konnten bei 
Verwendung von Xenograft-Modellen adaptierte humane Zelllinien kultiviert werden, 
die durch das Passagieren über mehrere Tierversuche hinweg anschließend besser 
und homogener in den Mäusen wachsen sollten. 
 
Kryokonservierung von Zellen   Zur Langzeitlagerung von Zellkulturen wurden diese 
nach dem Abtrypsinieren zentrifugiert. Die Zellpellets wurden in Kryomedium 
aufgenommen, das zu 30 % aus FKS, zu 60 % aus Vollmedium und zu 8 % aus DMSO 
gemischt wurde. In speziellen Kryoröhrchen wurden diese in einem mit Isopropanol 
gefüllten Kryobehälter, dem sogenannten Mr. Frosty (Thermo Scientific), bei -80°C für 
mindestens 24 h heruntergekühlt. Die Lagerung im Alkohol ermöglichte ein langsames 
Abkühlen der Zellen, sodass diese nicht durch die Bildung von Kristallen o.ä. zerstört 
wurden. Anschließend wurden die Kryoröhrchen zur Langzeitlagerung in flüssigen 
Stickstoff überführt. 
Zum Auftauen der Zellkulturkryos wurden diese aus dem flüssigen Stickstoff 
entnommen und im Wasserbad bei 37°C schnellstmöglich erwärmt. Die aufgetaute 
Zellsuspension wurde zusammen mit 10 ml Vollmedium in Falcons abzentrifugiert, um 
mögliche Reste des toxischen DMSOs zu entfernen. Das Zellpellet wurde schließlich in 
mindestens 10 ml frischem Vollmedium resuspendiert und in einer kleinen 
Zellkulturflasche ausgebracht. Waren die Zellen nach 24 h Kultivierung wieder 
adhärent, so wurde das Medium inklusive der toten Zellen entsprechend gewechselt. 
 
Titerbestimmung mittels Neubauer-Zählkammer   Die Zellzahl einer Suspension 
wurde mittels der Zählkammer nach Neubauer (improved) bestimmt. Dafür wurden je 
10 μl der homogenen Zellsuspension auf der Zählkammer ausgebracht. Der Mittelwert 
der Summen aller vier ausgezählter Großquadrate ergab mit 104 multipliziert die 
Zellzahl pro ml. Alternativ wurde die Zellzahl mit dem TC20 Zellzähler (Bio-Rad) 
bestimmt. 
 
Ausplattieren von Zellen   Für Transfektions- und/ oder Medikamentenversuche 
wurde nach der Titerbestimmung jeweils eine Zellsuspension von 1x105 Zellen/ ml wie 
folgt ausplattiert und für circa 24 h vorkultiviert: 
 96 Wellplatte:   0,5 - 1 x 104 Zellen in 100 μl Medium 
 24 Wellplatte:   2,5 - 5 x 104 Zellen in 500 μl Medium 
   6 Wellplatte: 1,25 - 2,5 x 105 Zellen in 2500 μl Medium. 
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Transfektion von siRNAs mittels Lipofektion   Um die Expression eines Genes 
transient zu regulieren, wurden verschiedene Zelllinien per Lipofektion transfiziert. 
Durch die Verwendung kationischer Lipide werden hierbei die anionischen 
Nukleinsäuren komplexiert, um anschließend durch Bindung an Liposomen in die 
Zellen eingeschleust zu werden. Zum Herunterregulieren der Expression eines 
spezifischen Gens wurden siRNAs transfiziert. Diese kurzen (meist 21bp), 
doppelsträngigen Ribonukleinsäuren mit Einzelstrangüberhang von zwei Nukleotiden 
(dTdT) am 3´-Ende wurden von MWG Eurofins synthetisiert und HPLC-aufgereinigt. 
Nach 24-stündiger Vorkultivierung der ausplattierten Zellen wurden diese mit Hilfe des 
Transfektionsmittels Oligofectamine (Life Technologies) mit siRNAs transfiziert. Bei 
einem Transfektionsansatz im 24 Well-Plattenformat wurden jeweils 12 bis 72 nM 
siRNA pro Well eingesetzt, welche zunächst mit Optimem-Medium in einem 53 μl-
Ansatz verdünnt wurden. Je 3 μl Oligofectamine wurde mit 12 μl Optimem versetzt und 
für 5 bis 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Diese Oligofectamine-Mischung wurde 
anschließend zu den jeweiligen siRNA-Ansätzen gegeben und für 20 min erneut bei 
Raumtemperatur inkubiert, damit sich die entsprechenden siRNA-Oligofectamine-
Komplexe ausbilden konnten. Dieser Transfektionsansatz wurde dann mit 32 μl 
Optimem aufgefüllt, so dass insgesamt 100 μl schließlich für 72 h auf die Zellen 
gegeben worden. Für reduzierte Ansätze im 96Well-Plattenformat wurde entsprechend 
jeweils ein Fünftel der Reagenzien eingesetzt. 
 
Bestimmung der Transfektionseffizienz mittels fluoreszierender siRNA   Um 
zunächst die Transfizierbarkeit der Zellen zu testen, wurden diese mit 600ng FAM-
markierter nonsense siRNA transfiziert, die gegen das in humanen und murinen Zellen 
nicht vorkommende Luciferase-Zielgen gerichtet war. Anhand der Fluoreszenz wurde 
nach circa 72 h durchflusszytometrisch (FACS Calibur, Becton Dickinson) beurteilt, in 
wieviel Prozent der Zellen die siRNA transfiziert wurde. Zusätzlich erfolgte eine 
optische Sichtkontrolle per Fluoreszenzmikroskop (Leica Mikroskop DMI3000B). 
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Behandlung der Zellen mit Chemotherapeutika   Nach Vorkultivierung der 
ausplattierten Zellen für 24h wurden Chemotherapeutika mit Optimem-Medium 
verdünnt zu den Zellen hinzugegeben. Für kombinierte Versuche mit RNAi und 
Medikamentenbehandlung wurden den Transfektionsansätzen im letzten 
Verdünnungsschritt anstatt 32 μl Optimem entsprechend die Chemotherapeutika 
beigemischt. Das eingesetzte Gemcitabin (Hexal) wurde durch die Apotheke des 
Universitätsklinikums Carl Gustav Carus Dresden steril abgefüllt und anschließend bei 
Raumtemperatur gelagert. Aufgrund der biologischen Haltbarkeit wurde es für die in 
vitro Versuche für maximal zwei Wochen verwendet. 
 
Die so transfizierten und/ oder mit Gemcitabin behandelten Zellen wurden jeweils 72 h 
inkubiert und wie folgt aufbereitet: Der Knockdown wurde durch qRT-PCR (siehe 2.2.2) 
auf RNA-Ebene und durch Western Blot (siehe 2.2.3) auf der Protein-Ebene 
nachgewiesen. Auch verschiedenste Proliferations- und Apoptoseassays wie 
beispielsweise WST-1, FACS-Analysen und CaspaseGlo-Assays (siehe 2.2.4) wurden 
zur funktionellen Analyse der Zellen angeschlossen. 
 
2.2.2. DNA/ RNA-Techniken 
Gelelektrophorese   Zur gelelektrophoretischen Auftrennung von Nukleinsäuren 
wurden 0,5 bis 2 %ige Agarosegele mit TAE-Puffer (Sigma-Aldrich) unter Zugabe des 
Fluoreszenzfarbstoffs GelRed (1:20.000) hergestellt. Die jeweiligen Proben wurden 
1:10 mit dem Ladepuffer BlueJuice versetzt und auf das in TAE-Puffer liegende Gel 
aufgetragen. Zur Bestimmung des Molekulargewichts wurden zusätzlich Marker 
mitgeführt. Nach Auftrennung der Proben bei einer Spannung von 120 V für circa eine 
halbe Stunde erfolgte die Detektion anschließend mit Hilfe der G:Box Chemi XT4 
(Syngene). 
 
Sequenzierung   Die Proben wurden durch das DNA Sequencing Labor (Max Planck 
Institut für molekulare Zellbiologie und Genetik, Dresden) bzw. durch das Institut für 
Pathologie (Universitätsklinikum Carl Gustav Carus Dresden) sequenziert und mit der 
Software ApE (M. Wayne Davis, http://biologylabs.utah.edu/jorgensen/wayned/ape/) 
ausgewertet. 
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RNA-Isolation aus eukaryotischen Zellen und Geweben   Zur RNA-Isolation wurde 
das Kit NucleoSpin RNA II (Macherey-Nagel) verwendet. Nach Lyse der Zellen mit je 
350 μl RA1-Puffer wurden diese durch einen NucleoSpin Filter abzentrifugiert (1 min, 
11.000 x g). Das gefilterte Lysat wurde mit 350 μl 70 %igem Ethanol versetzt, gevortext 
und schließlich auf eine NucleoSpin RNAII Säule gegeben. Nach Zentrifugation 
(30 sec, 11.000 x g) wurde die an die Säule gebundene RNA mit 350 μl MDB entsalzt 
(1 min, 11.000 x g) und schließlich durch Zugabe von 95 μl rDNase-Mix (10 μl rDNase 
+ 90 μl Reaktionspuffer) für 15 min bei Raumtemperatur verdaut. Diese Reaktion zum 
Entfernen der genomischen DNA wurde mit 200 μl RA2-Puffer abgestoppt (30 sec, 
11.000 x g) und schließlich wurde die Säule noch zwei Mal mit RA3-Puffer gewaschen 
(1.: 600 μl, 30 sec, 11.000 x g; 2.: 250 μl, 2 min, 11.000 x g). Die Säule wurde 
schließlich mit 40 bis 50 μl RNase-freiem Wasser benetzt. Nach einer Einwirkzeit von 
5 bis 10 min wurde die RNA durch Zentrifugation (1 min, 11.000 x g) eluiert und die 
Konzentration photometrisch per Nano Drop (Thermo Fisher Scientific) oder 
NanoVue Plus (GE Healthcare) bestimmt. 
Bei Verwendung von Geweben wurden die Proben von maximal 125 mm³ Größe 
ebenfalls mit 350 μl RA1-Lysepuffer versetzt. Durch die Zugabe einer Stahlkugel von 
5 mm Durchmesser wurde das Gewebe anschließend bei 4°C im Tissue Lyser 
(Qiagen) für zwei Mal 4 min bei 30 Hz zerkleinert. Die weitere Aufbereitung der 
Gewebelysate erfolgte analog zur RNA-Isolation aus Zellen. 
 
cDNA-Synthese   Zur Quantifizierung der mRNA-Expression mittels quantitativer Real 
Time-PCR (qRT-PCR) wurde die isolierte RNA zunächst unter Verwendung des High 
Capacity cDNA Reverse Transcription Kits (Life Technologies) in cDNA 
umgeschrieben. Dafür wurden jeweils konstante Mengen RNA (50 bis 500 ng) 
eingesetzt und mit folgendem Programm synthetisiert: 
 
Ansatz:     x μl RNA     Programm: 25°C 10 min 
 1 μl 10 x RT Buffer      37°C 120 min 
 0,4 μl 25 x dNTP Mix (100mM)    85°C 5 min 
 1 μl 10 x RT Random Primer    4°C ∞ 
 0,5 μl MultiScribe Reverse Transkriptase 
 Nuklease-freies H2O ad 10 μl 
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Quantitative Real Time-PCR   Per qRT-PCR wurde die Transkriptmenge spezifischer 
Gene mit Hilfe des Power SYBR Green PCR Master Mixes (Life Technologies) 
quantifiziert. Dazu wurden die cDNAs entsprechend sequenzspezifisch wie folgt 
amplifiziert: 
Ansatz:     2 μl cDNA     Programm: 50°C 2 min 
6,25 μl Power Sybr Green Master Mix   95°C 10 min 
1,25 μl Primer forward     95°C 30 sec 
1,25 μl Primer revers     60°C 1 min 
Nuklease-freies H2O ad 12,5 μl    95°C 15 sec 
        60°C 1 min 
 
Die verwendeten PCR-Primer zur Synthese der typischerweise Exon-spannenden, 
100 bis 200 bp großen Amplikons sind in Tabelle 4 für die humanen Gene und deren 
murine Homologe angegeben. Durch die Verwendung des in Nukleinsäuren 
interkalierenden Farbstoffs Sybr Green wurde mit Hilfe des GeneAmp 5700 Step One 
Plus Cyclers (Applied Biosystems) mit zunehmender Amplifikation der PCR-Produkte 
eine Verstärkung des Fluoreszenzssignals detektiert. Basierend auf diesen 
exponentiell ansteigenden, relativen Fluoreszenzeinheiten ergab sich schließlich im 
linearen Bereich ein threshold. Der PCR-Zyklus, bei dem dieser überschritten wurde, 
ergab schließlich den cycle of threshold- bzw. Ct-Wert. Nach der so genannten ∆∆CT-
Methode zur Quantifizierung wurde schließlich die Expression basierend auf der 
Expression eines so genannten housekeeping-Gens normiert und entsprechend gegen 
eine Negativkontrolle berechnet: 
∆CT = CT Zielgen - CT housekeeping Gen 
∆∆CT = ∆CT Behandlung - ∆CT Kontrolle 
Die Expression ergibt sich schließlich anteilig gegenüber der Kontrolle aus 2 -∆∆CT. 
 
2.2.3. Proteinbiochemische Methoden 
Alle proteinbiochemischen Arbeiten wurden stets bei 4°C bzw. auf Eis durchgeführt. 
 
Proteinisolation   Zur Proteinlyse wurden die Zellen mit kaltem PBS gewaschen und 
für mindestens eine halbe Stunde mit RIPA-Puffer (50 mM TrisHCl pH = 8, 150 mM 
NaCl, 1 % Nonidet P-40, 0,5 % Sodiumdeoxycholat, 0,1 % SDS) inklusive Protease- 
und Phosphatase-Inhibitoren (1:100) auf Eis lysiert. Die Zellreste wurden durch 
40x 
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Zentrifugation bei 11.000 x g für 15 min abzentrifugiert und der Überstand mit den 
gelösten Proteinen wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt. 
Bei Verwendung von Gewebeproben wurden diese mit 0,5 bis 1 ml RIPA-Lysepuffer 
versetzt und mit einer Stahlkugel von 5 mm Durchmesser versetzt. Das Gewebe wurde 
anschließend bei 4°C im Tissue Lyser (Qiagen) drei Mal für 4 min mit Kühlungspausen 
bei 30 Hz zerkleinert. Die Proben wurden 5 min bei 2.000 x g zentrifugiert, um das 
Lysat von gröberen Zelltrümmern und der Stahlkugel abzupipettieren. Abschließend 
erfolgte der 15 minütige Zentrifugationsschritt bei 11.000 x g und die Abnahme des 
Überstandes. 
 
Konzentrationsbestimmung per BCA   Mit Hilfe des BCA Protein Assay Kits (Pierce) 
wurden anschließend die Konzentrationen der Proteinlysate quantifiziert. Hierzu 
wurden je 2 bis 5 μl der Proben in eine 96-Wellplatte pipettiert, während für eine BSA-
Eichkurve jeweils 10 μl pro Konzentration eingesetzt wurden. 200 μl der Lösungen A 
und B im Verhältnis 1:50 wurden hinzu pipettiert und für 30 min bei 37°C inkubiert. Die 
enthaltenen Kupfer(II)-Ionen reagierten mit den Proteinen quantitativ zu Kupfer(I)-
Ionen, welche durch Chelatbildung mit der Bicinchoninsäure einen violetten 
Farbumschlag hervorgerufen haben. Dessen Absorption wurde anschließend bei 
560 nM photometrisch mit dem Platten-Spektrophotometer GENios (Tecan) und der 
dazugehörigen Software Magellan bestimmt. Anhand der BSA-Standards wurde 
schließlich in Excel (Microsoft) die Proteinkonzentration berechnet. 
 
Western Blot   Zur Auftrennung der Proteinproben per SDS-Polyacrylamid-
gelelektrophorese wurde das Xcell SureLock™-Gelkammersystem (Invitrogen) mit 
4-12 %igen NUPAGE Bis-Tris-Gelen verwendet. Eine definierte Menge des 
Proteinlysates (10 bis 30 μg) wurde in einem 20 μl-Ansatz mit jeweils 2 μl SRA und 5 μl 
4x LDS für 10 min bei 90°C aufgekocht. Nach kurzem Abkühlen der Proben auf Eis 
wurden diese in die vorher mit Laufpuffer gespülten Taschen pipettiert. Als 
Größenstandard wurden je 10 μl Precision Plus Protein™ Standards All Blue (Bio-Rad) 
mitgeführt. Bei 180 V wurden die Proben schließlich für circa 50 min im Gel, umgeben 
von Laufpuffer inklusive 500μl Antioxidans-Lösung, elektrophoretisch entsprechend 
ihrer Molekülmasse aufgetrennt. 
Das Blotten der aufgetrennten Proteine aus dem Gel auf eine Nitrozellulosemembran 
erfolgte per Feuchtblot-Verfahren. Dieser wurde in Transferpuffer wie folgt frei von 
Luftblasen zusammengebaut: circa 3 x Blottingpads, 1 x Filterpapier, Gel, Membran, 
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1 x Filterpapier, circa 3 x Blottingpads. Unter Beachtung der Polaritäten wurde das 
Blotmodul entsprechend in die Kammer eingebaut und mit Transferpuffer gefüllt, 
sodass die negativ geladenen Proteine mit 30 V für 1 h zur Kathode hin wanderten und 
durch hydrophobe Wechselwirkungen auf der Membran verblieben. Anschließend 
erfolgte zur Kontrolle eine kurze unspezifische Anfärbung der Proteine auf der 
Membran mit Ponceau-S. Diese wurde durch Waschen mit TBS-T wieder entfernt. 
Der spezifische Nachweis einzelner Proteine erfolgte nun durch Antikörper. Zunächst 
wurden unspezifische Wechselwirkungen durch einstündiges Blocken der Membran bei 
Raumtemperatur reduziert. Dazu wurde 5 %iges entfettetes Milchpulver bzw. 5 %iges 
BSA, gelöst in TBS-T, verwendet. Auch die Verdünnung der Antikörper erfolgte darin 
(siehe Tabelle 6 und 7). Der Primärantikörper gegen das nachzuweisende Antigen 
wurde nach dreimaligem Waschen mit TBS-T für 5 min entweder für 1 h bei 
Raumtemperatur auf die Membran gegeben, oder über Nacht bei 4°C inkubiert. Nach 
dreimaligem Waschen mit TBS-T wurde der Sekundärantikörper ebenfalls für 1 h bei 
Raumtemperatur auf der Membran inkubiert und anschließend heruntergewaschen. 
Dieser ist gegen speziesspezifische Epitope des Primärantikörpers gerichtet und 
zusätzlich mit einer Meerrettichperoxidase (HRP) gekoppelt. Die Detektion der 
Chemolumineszenz per G:Box Chemi XT4 (Syngene) erfolgte nach 5-minütiger 
Inkubation mit Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate additiv über 
einen Zeitraum von bis zu 10 min. Ergänzend zu den nachzuweisenden Zielproteinen 
wurden auch konstant exprimierte Proteine wie GAPDH und Tubulin detektiert, um eine 
konstant aufgetragene Proteinmenge zu belegen. 
 
Laufpuffer:   50 ml NUPAGE MES SDS Running Buffer (20x) 
ad 1 l Aqua dest. 
Transferpuffer:  50 ml NUPAGE Transfer Buffer (20x) 
100 ml Methanol 
1 ml Nu Page Antioxidant 
ad 1 l Aqua dest. 
TBS-Tween-Puffer: 20 ml TrisHCl (1M) pH 7,4 
27,4 ml NaCl (5M) 
1 ml Tween 20 
ad 1 l Aqua dest. 
Blocking Reagenz:  5 % BSA oder 5% Magermilchpulver 
in TBS-Tween-Puffer 
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2.2.4. Funktionelle Analysen zur Proliferation und Apoptose 
Proliferationsassay WST-1   Zur Bestimmung der Proliferation wurden die 
behandelten Zellen nach 72-stündiger Inkubation in 96-Wellplatten im Verhältnis 1:10 
mit der Reagenz WST-1 versetzt (Cell Proliferation Reagent WST-1, Roche) und für 
30 bis 120 min bei 37°C inkubiert. Das Reagenz wird durch mitochondriale 
Dehydrogenasen in metabolisch aktiven Zellen proportional zu Formazan umgesetzt. 
Diese Absorption wurde anschließend mit dem Platten-Spektrophotometer GENios 
(Tecan) mit der Software Magellan (Tecan) bei einer Wellenlänge von 450 zu 620 nm 
bestimmt. Nach Abzug der Blankwerte wurde die Proliferation normiert zur jeweiligen 
Negativkontrolle bestimmt. 
 
Zellzyklusanalyse mittels FACS   Die durchflusszytometrische Analyse der Zellen 
kann zur Untersuchung des Zellzyklusses genutzt werden. Dafür wurden die 
behandelten Zellen nach 72 h inklusive des Mediumüberstandes mit möglicherweise 
abgeschwommenem, totem Zellmaterial durch Trypsinieren geerntet und in FACS-
Röhrchen überführt. Nach Pelletierung der Zellen wurden diese für mindestens 1 h, 
meist über Nacht mit 2 ml 70 %igem Ethanol bei 4°C fixiert. Nach zweimaligem 
Waschen mit je 2 ml PBS (2.000 x g, 5 min, 4°C) wurde die RNA durch Zugabe von 
100 μg/ml für 1 h bei 37°C verdaut. Die verbliebenen Nukleinsäuren der Proben, die 
der DNA entsprechen, wurden mit 50 μg/ml Propidiumiodid angefärbt und im FACS 
Calibur (Becton Dickinson) unter Verwendung der Software Cell Quest Pro (Becton 
Dickinson) gemessen. Nach einer Duplettendiskriminierung ließen sich im Histogramm 
der Einzelzellen anhand der Propidiumiodid-Fluoreszenz, die sich proportional zum 
DNA-Gehalt der Probe verhält, Rückschlüsse auf den aktuellen Zellzyklus schließen. 
Apoptotische Zellen sind mit diesem Assay aufgrund ihrer defragmentierten DNA (<2n) 
als subG1-Peak darstellbar und können schließlich mit Hilfe der WinMDI 2.8-Software 
prozentual bestimmt werden (siehe Abbildung 8; J. Trotter, Scripps Research Institute, 
USA; http://www.cyto.purdue.edu/flowcyt/software/Winmdi.htm). 
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Abbildung 8.  Beispielhafte Zellzyklusanalyse zur Bestimmung der subG1-Fraktion. Dargestellt sind 
jeweils die zwei Dotplots zur Auftrennung der Zellprobe nach Granularität und Größe (FSC-H und SSC-H) 
und die Dotplots zum roten Fluoreszenzsignal (FL2), anhand dessen die Einzelzellen gegatet wurden. 
Diese Population wurde schließlich als Histogramm dargestellt, wobei in der Mediumskontrolle die 
Auftrennung der Zellen entsprechend ihres DNA-Gehaltes ersichtlich wurde: der G1-Peak 
(Chromosomensatz n = 2), die S-Phase (2 > n > 4) und der G2-Peak (n = 4). Der Anteil apoptotischer 
Zellen mit fragmentierter DNA (n < 2) ergab sich aus der subG1-Fraktion und wurde per Marker M1 
prozentual ausgemessen. Im gezeigten Beispiel waren in der Mediumskontrolle nur 6,8 % der MiaPaCa2-
Zellen apoptotisch, während in der Positivkontrolle nach siRNA-basiertem Knockdown des essentiellen 
Kinesins Eg5 ein starker Anstieg der subG1-Fraktion auf 75,8 % zu verzeichnen war. 
 
Aktivitätsbestimmung der Caspasen 3 und 7   Die Aktivität der Caspasen 3 und 7 
als ausführende Enzyme und somit wichtige Marker der Apoptose wurde mit Hilfe des 
Caspase-Glo 3/7 Assays (Promega) bestimmt. Dazu wurden von den behandelten 
Zellen je maximal 20.000 in eine weiße 96-Wellplatte gegeben und bei 
Raumtemperatur mit 100 μl der Reagenz für 1 h inkubiert. Das enthaltene luminogene 
Substrat wurde spezifisch durch diese Caspasen gespalten, sodass das proportional 
entstandene Lumineszenz-Signal als Maß der Caspase-Aktivität dient. Die 
Lumineszenz wurde mit Hilfe des Platten-Spektrophotometer GENios (Tecan) 
detektiert und anschließend per Excel (Microsoft) ausgewertet, indem die Blankwerte 
abgezogen und die Lumineszenzen auf die jeweiligen Zellzahlen und die 
entsprechenden Negativkontrollen bezogen wurden. 
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2.2.5. In vivo-Versuche 
Alle Tierversuche wurden unter Beachtung des Deutschen Tierschutzgesetzes 
durchgeführt (Tierversuchsantrag Aktenzeichen 24-9168.11-1/2012-49). Zehn Wochen 
alte, weibliche NMRInu/nu-Mäuse des Experimentellen Zentrums der Technischen 
Universität Dresden wurden verwendet. Sie wurden unter standardisierten Pathogen-
freien Bedingungen gehalten mit ad libitum Zugang zu Wasser und einer Standarddiät 
in Form von Pelletfutter. 
Zur Erzeugung von subkutanen Pankreastumoren wurden je 1 bis 5 x 106 der 
humanen bzw. murinen Zellen, resuspendiert in 50 μl PBS, bilateral in die Flanken 
injiziert. Mit Hilfe einer Schiebelehre wurden die etablierten Tumore in ihrer Länge und 
Breite vermessen und das Volumen berechnete sich anschließend nach folgender 
Formel: 
V =  x π x Länge x Breite x ½ (Länge + Breite). 
Bei ersten Xenograft-Experimenten wurden die Tumore aus den euthanasierten Tieren 
präpariert, um entsprechende adaptierte Zellkulturen zu züchten (siehe 2.2.1). 
Nach erfolgreicher Etablierung von Allograft-Modellen mit homogenerem Wachstum 
erfolgte eine Therapie der Tumore. Die Mäuse wurden hierfür nach 12 d anhand der 
jeweiligen Tumorgrößen von circa 150 bis 200 mm³ in Subgruppen eingeteilt. Je 10 μg 
siRNA, komplexiert mit in vivo-jetPEI (Polyplus), wurden täglich intratumoral injiziert. 
Zusätzlich zu der Gruppe, die mit der SGS6-Therapie behandelt wurde, erhielten 
weitere Gruppen die nonsense siRNA Allstars als Negativkontrolle bzw. Eg5-siRNA als 
Positivkontrolle. Eine Gruppe verblieb unbehandelt. Nach 8 Behandlungstagen wurden 
die Mäuse per zervikaler Dislokation euthanasiert und die Tumore wurden präpariert, 
um deren Gewicht zu bestimmen und RNA daraus zu isolieren. Die Experimente mit 
entsprechender siRNA-Therapie wurden zwei Mal durchgeführt mit je 11 bis 14 Tieren 
pro Gruppe. 
 
Abbildung 9.  Beispielhafte Fotographie einer NMRInu/nu-Maus mit subkutanem Tumor, rechtslateral 
gelegen. 
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3. Ergebnisse 
3.1. Auswahl geeigneter humaner sowie muriner Pankreaskarzinom-
Zelllinien als in vitro Therapiemodelle 
Pankreaskarzinome sind äußerst heterogen. Neben der generellen Heterogenität 
dieser Tumorentität, welche sich sowohl in den Zelllinien, den Mausmodellen als auch 
den Patientengeweben widerspiegelt, sind diese Tumore auch durch eine intrinsische 
Heterogenität gekennzeichnet. Um aus der Vielzahl an Zelllinien entsprechend 
geeignete Modellzelllinien zu wählen, wurden diese zunächst auf ihre intrinsische 
Apoptose-Evasion getestet, indem eine Standardchemotherapie mit Gemcitabin 
erfolgte und die verbleibende Proliferation bzw. induzierte Apoptose analysiert wurde 
(siehe 3.1.1). Um eine Charakterisierung möglicher Kandidatengene des Apoptose-
Signalweges durch siRNA-vermittelte Hemmung in den Zellen zu gewährleisten, 
wurden diese mit fluoreszierender siRNA probetransfiziert, um die Effizienz der 
Lipofektion zu überprüfen (siehe 3.1.2). 
Generell standen neben etablierten Standard-Zelllinien von ATCC auch die in unserem 
Labor aus Tumorgewebe etablierten Primärzelllinien zur Verfügung (Rückert 2011, 
Rückert 2012). Zusätzlich wurden Zelllinien aus einem Mausmodell zum 
Pankreaskarzinom analysiert. Diese KRASG12D; P53R172H; PDX1-CRE (KPC)-Mäuse 
exprimieren in ihren pankreatischen Zellen mutiertes KRAS und P53. Innerhalb von 2 
bis 3 Monaten entwickeln sie ein Pankreaskarzinom und weisen insgesamt ein 
verkürztes mittleres Überleben von circa 5 Monaten auf. Die Tumoren zeigen 
pathophysiologische Aspekte des humanen PDAC und auch auf molekularer Ebene 
spiegeln sie das humane Krankheitsbild wider (Olive 2009). Neben diesen 
Tumorzelllinien wurden auch HDPE-E6E7-Zellen analysiert, die nichttumorösem 
Pankreasduktepithel entstammen und entsprechend als Kontrolle dienten. 
 
3.1.1. Charakterisierung von Pankreaskarzinom-Zelllinien hinsichtlich ihrer 
Grundresistenz gegenüber Gemcitabin 
Trotz nur geringfügiger Verbesserung der Überlebenszeit wird Gemcitabin zur Therapie 
des Pankreaskarzinoms eingesetzt. Das Prodrug wird intrazellulär durch 
Nukleosidkinasen zu den pharmakologisch aktiven Diphosphat- und Triphosphat-
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Nukleosiden metabolisiert. Beide inhibieren die DNA-Synthese und sollten somit zur 
Wachstumshemmung und Induktion der intrinsischen Apoptose führen. 
In ersten Versuchen wurden deshalb humane Pankreaskarzinom-Zelllinien mit einem 
WST-1 Proliferationsassay hinsichtlich einer Wachstumshemmung durch Gemcitabin 
gescreent und anschließend per subG1-Analyse im FACS bezüglich einer Apoptose-
Induktion analysiert (siehe Abbildung 10). 
 
(a)                  (b) 
 
 
Abbildung 10. Gemcitabin-Therapie humaner PDAC-Zelllinien. (a) Nach 72-stündiger Behandlung der 
Zellen mit Gemcitabin wurden diese hinsichtlich ihrer Proliferation per WST-1 Assay überprüft. Es wurden 
die jeweiligen Mittelwerte ± Standardabweichung, normiert bezüglich der unbehandelten Negativkontrolle 
aufgetragen (n ≥ 2). (b) Per FACS-Zellzyklusanalyse wurden die subG1-Fraktionen bestimmt, welche dem 
Anteil toter Zellen der jeweiligen Proben entsprachen (n ≥ 3). 
 
Die Viabilität der PDAC-Zelllinien nach 72-stündiger Gemcitabin-Therapie verhielt sich 
sehr unterschiedlich. BxPC3-Zellen zeigten eine hohe Sensitivität gegenüber dem 
Medikament, sodass bereits ab 0,1 μM nur noch ein geringer Anteil metabolisch aktiver 
Zellen zu verzeichnen war. Bei 100 μM Gemcitabin proliferierten nur noch 12,7 ± 2,9 % 
der Zellen. Hs766T zeigten im Gegensatz dazu eine hohe Resistenz gegenüber dem 
Chemotherapeutikum. Trotz einer hohen Konzentration von 100 μM Gemcitabin waren 
noch 94,6 ± 3,9 % der Zellen metabolisch aktiv und zeigten eine Apoptoserate von 
29,8 ± 4,9 %. AsPC1, MiaPaCa2 und Panc1-Zellen zeigten eine mittlere Resistenz. Bei 
100 μM Gemcitabin proliferierten jeweils noch circa 36,1 ± 5 %, also ungefähr ein 
Drittel der Zellen. Die nichttumorösen HDPE-E6E7-Pankreasduktzellen wiesen eine 
ähnliche Sensitivität gegenüber Gemcitabin auf wie BxPC3-Zellen. Bereits bei 10 nM 
zeigten 52,4 ± 5,6 % der Zellen DNA-Fragmentierung. 
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Interessanterweise wurde bei weiteren Analysen der therapierten Zellen durch die 
Gemcitabin-Behandlung eine erhöhte Expression von Survivin auf translationaler 
Ebene festgestellt (siehe Anhang Abbildung A24). 
 
3.1.2. Charakterisierung von Pankreaskarzinom-Zelllinien hinsichtlich ihrer 
Transfektionseffizienz 
Um eine Charakterisierung von Kandidatengenen per RNAi-Technik durchzuführen, 
wurden die Zellen zunächst mit fluoreszierender siRNA transfiziert und der Anteil 
fluoreszierender Zellen nach 72 h als Maß für die Transfektionseffizienz bestimmt 
(siehe Abbildung 11 und Tabelle 9). 
 
 Fluoreszenzmikroskopie FACS 











   
Abbildung 11.  Exemplarische Analysen zur Transfektionseffizienz von MiaPaCa2 und Panc1. Die 
Zelllinien wurden für 72 h mit FAM-markierter siRNA transfiziert. Anschließend wurden sie mit Methanol 
fixiert und zum Markieren des Zellkernes mit DAPI gegengefärbt (Vergrößerung: 400 x). Zur 
Quantifizierung wurden die Zellen durchflusszytometrisch analysiert, wobei die Bestimmung der FAM-
Fluoreszenzintensität im Kanal FL1 normiert zur Hintergrundfluoreszenz der Negativkontrolle erfolgte. 
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Neben einer fluoreszenzmikroskopischen Beurteilung erfolgte per 
durchflusszytometrischer Analyse eine Quantifizierung der transfizierten Zellen. 
 
Tabelle 9.  Transfektionseffizienz humaner und muriner Pankreaskarzinom-Zelllinien. 
Die Zelllinien wurden für 72 h mit FAM-markierter siRNA transfiziert und durchflusszytometrisch wurde 
anschließend der Anteil positiv fluoreszierender Zellen quantifiziert. Dargestellt wurde die gemittelten 
Resultate zur Transfektionseffizienz. 
Zelllinie Transfektionseffizienz KRAS-Mutation 
Humane Standard-Zelllinien: 
ASPC1 76,3 % G12D 
BxPC3 91,5 % WT 
HDPE-E6E7 61,3 % WT 
Hs766T 64,6 % Q61H 
MiaPaCa2 84,8 % G12C 
Panc1 63,1 % G12D 
Humane Primärzelllinien: 
PaCaDD43 29,8 % G12D 
PaCaDD60 45,8 % G12D 
PaCaDD159 37,4 % G12V 
PaCaDD161 26,6 % G12V 
PaCaDD165 70 % WT 
Murine Zelllinien – KPC: 
K8282 53,7 % G12D 
K8484 44,7 % G12D 
K8675 61,2 % G12D 
K8849 57 % G12D 
K9043 61 % G12D 
Murine Zelllinien – KPCC57BL/6: 
TB32043 79,1 % G12D 
TB32047 73,9 % G12D 
TB32048 73,2 % G12D 
TB32908 68 % G12D 
 
Während die humanen Standard-Zelllinien alle eine Transfektionseffizienz über 60 % 
zeigten und somit als gut transfizierbar eingestuft wurden, erwiesen sich die 
Primärzellkulturen größtenteils als sehr schwer transfizierbar. Nur PaCaDD165 war mit 
70 % positiv fluoreszierenden Zellen scheinbar gut geeignet, schien aber aufgrund des 
Genotyps (KRAS WT) als Patientenzelllinie nicht repräsentativ zu sein. Deshalb wurde 
folglich nur mit den Standard-Zelllinien weitergearbeitet. Innerhalb der murinen 
PDAC-Zellen wurde aus beiden Genotyp-Gruppen – mit C57BL/6 oder gemischtem 
genetischen Hintergrund – jeweils eine gut transfizierbare Zelllinie für die folgenden 
Experimente gewählt: K9043 und TB32047. 
Ergebnisse  53 
3.2. Charakterisierung ausgewählter mit Apoptose assoziierter Gene in 
humanen und murinen Pankreaskarzinom-Zelllinien 
Im Rahmen einer in unserem Labor durchgeführten Mikroarray-Analyse zeigte sich, 
dass viele mit Apoptose assoziierte Gene im Pankreaskarzinom differentiell exprimiert 
wurden (Rückert 2010a). Dies wurde im Rahmen einer umfangreichen 
Literaturrecherche bestätigt und zusammenfassend in Reviews veröffentlicht (Werner 
2011a, Werner 2011b). Ziel war es nun, die Dysregulation von Apoptose-assoziierten 
Genen zunächst auf Proteinebene per Western Blot Analyse zu untersuchen 
(siehe 3.2.1). Mögliche Kandidatengene, die antiapoptotisch fungieren und 
überexprimiert vorlagen, sollten schließlich gezielt mit siRNA in ihrer Expression 
inhibiert werden (siehe 3.2.2 und 3.2.3). Nach der Einzelgenanalyse sollten potenziell 
wirkungsvolle Kandidatengene für einen multimodalen Therapieansatz gemeinsam in 
ihrer Expression herabreguliert werden (siehe 3.3 und 3.4). Ausgangspunkt hierfür war 
das in unserem Labor etablierte Konzept des simultanen Gensilencings (SGS3) 
(Rückert 2010b). 
 
     
Abbildung 12.  Versuchsübersicht. Dargestellt ist der dynamische Entwicklungsprozess des SGS6-
Therapiekonzeptes. Verschiedene mit dem Apoptose-Signalweg assoziierte Kandidatengene wurden 
zunächst bezüglich ihrer Expression untersucht und per Einzeltransfektionen hinsichtlich ihres Phänotyps 
analysiert. Basierend auf dem SGS3-Konzept wurden schließlich verschiedene Kandidatengene mit 
potentiell wichtiger Bedeutung in der Apoptose-Dysregulation kombiniert getestet und verifiziert. 
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Zur übersichtlicheren Darstellung dieses dynamischen Entwicklungsprozesses bis hin 
zum letztlich multimodalen Therapiekonzept (SGS6) werden deshalb vor allem die 
Ergebnisse der abschließend gewählten sechs Zielgene detailliert erläutert. Diese sind 
in Tabelle 10 zusammengefasst und werden im Folgenden einfachheitshalber mit 
einheitlichen Namen sowohl für das Gen als auch das resultierende Protein bezeichnet 
(siehe auch Gen- und Proteinbezeichnungen): 
 
Tabelle 10.  Übersicht zu den Kandidatengenen und deren Nomenklatur.  
Bezeichnung Gen 
innerhalb der Dissertation Bezeichnung Gen nach HUGO Gennomenklatur Protein 
BCLXL BCL2L1 (BCL2-like 1) BclxL 
FLIP CFLAR (CASP8 and FADD-like apoptosis regulator) Flip 
KRAS KRAS (Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) KRas 
MCL1L MCL1 (myeloid cell leukemia 1) Mcl1L 
SURVIVIN BIRC5 (baculoviral IAP repeat containing 5) Survivin 
XIAP BIRC4 (baculoviral IAP repeat containing 5) Xiap 
 
3.2.1. Expression der Zielgene in Pankreaskarzinom-Zelllinien 
Zunächst wurde bezüglich Expressionsdaten zu den Kandidatengenen recherchiert 
(Auswahl siehe Tabelle 11, Werner 2011a, Werner 2011b): 
 
Tabelle 11.  Expression der Kandidatengene in der Literatur. 
Exemplarische Literaturreferenzen zur Expression der Kandidatengene in PDAC-Zelllinien sowie 
Patientengewebeproben. + Überexpression, - Unterexpression, ± gleich starke Expression wie in 
entsprechenden Normalgeweben oder der nichttumorösen Pankreasdukt-Zelllinie HDPE-E6E7. 
Name 
Expression 
Ergänzende Bemerkungen Referenz 
Zelllinie Gewebe 












90% der Gewebe positiv 
88% der Gewebe positiv 









111/120 der Gewebe positiv (Schmid 2013) 
(Haag 2011) 













 (Rückert 2010a) 
(Lopes 2007) 




 (Lopes 2007) 
(Shrikhande 2006) 
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Um vor allem die Überexpression der antiapoptotisch fungierenden Kandidatengene zu 
verifizieren, wurden verschiedenste Pankreaskarzinom-Zelllinien per Western Blot 
Analyse auf deren Proteinexpression hin überprüft (siehe Anhang Abbildung A25). Für 
die Expressionsanalysen wurden neben verschiedenen Tumorzelllinien humaner sowie 
muriner Herkunft auch HDPE-E6E7-Zellen analysiert. Diese aus nichttumorösem 
Pankreasduktepithel entstammenden Zellen dienten als Kontrolle zur Normierung der 
jeweiligen Expression. Zur besseren Übersicht wurde aus den Expressionsdaten 







































































































* KRAS  Wildtyp
                            human                         murin
standard primär KPC KPCC57BL/6
 
Abbildung 13.  Ausgewählte Expressionsdaten von KRas und Apoptose-assoziierten Proteinen in 
Pankreaskarzinom-Zelllinien. Zelllysate von humanen Standard- und Primärzellkulturen (Rückert 2011, 
Rückert 2012) sowie murine Zelllinien, die aus dem KRASG12D; P53R172H; PDX1-CRE (KPC)-Mausmodell 
(Olive 2009) etabliert wurden, wurden einer Western Blot Analyse unterzogen. Das translationale 
Expressionslevel von BclxL, Flip, KRas, Mcl1L, Survivin und Xiap wurde anhand der nichttumorösen 
Zelllinie HDPE-E6E7 normiert, die aus dem Epithel des Pankreasdukts stammt. 
 
Generell zeigte sich eine starke Heterogenität bezüglich der Expression der für die 
Apoptose wichtigen Proteine innerhalb der humanen sowie murinen PDAC-Zelllinien. 
KRas war tendenziell eher unterexprimiert verglichen mit der Proteinexpression in 
HDPE-E6E7-Zellen. Die meisten Zelllinien verfügen jedoch über eine Mutation, die zu 
einem konstitutiv aktiven Protein führt (ausführliche Übersicht siehe Tabelle 8). 
In den humanen Standard-Zelllinien zeigten sowohl die bezüglich der mitochondrialen 
Apoptose-Induktion relevanten Gene BCLXL und MCL1L auf translationaler Ebene 
eine Überexpression, als auch die IAPs SURVIVIN und XIAP, welche die Caspasen als 
ausführende Enzyme des Zelltodes inhibieren. Auch FLIP, welches den DISC hemmt, 
ist auf Proteinebene in diesen Zellen überexprimiert. In den aus Patientengewebe 
etablierten Primärzellkulturen zeigte sich ebenfalls eine Überexpression dieser mit 
Apoptose assoziierten Gene. Auffallend war hier jedoch eine deutlich stärkere 
Heterogenität. 
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Die murinen Zelllinien entstammen jeweils einem Genotyp. Die Zellkulturen zu den 
ursprünglichen KPC-Mäusen (Olive 2009) zeigten nur eine Überexpression von 
BCLXL, FLIP und XIAP, während die Zellen aus den KPC-Mäusen mit C57BL/6-
Hintergrund generell eine deutlich stärkere Expression der Gene zeigten. Nur FLIP war 
unterexprimiert. 
 
3.2.2. Etablierung humaner und muriner siRNA für den Knockdown der 
Zielgene BCLXL, FLIP, KRAS, MCL1L, SURVIVIN und XIAP 
Zur Etablierung von siRNAs wurden sowohl aus den humanen als auch aus den 
murinen Zellmodellen jeweils zwei Zelllinien ausgewählt, die in Vorversuchen eine 
Transfektionseffizienz von mindestens 60 % aufwiesen (siehe 3.1.2) und die die zu 
analysierenden Zielgene exprimierten (siehe 3.2.1). Unter Verwendung 
hochkonzentrierter, 72 nm siRNA wurde zunächst die sequenzspezifische Wirksamkeit 
nach 72 h analysiert (siehe Abbildung 14). 
 
Für die Gene BCLX und MCL1 ist bekannt, dass die Long-Formen der entsprechenden 
Proteine, BclxL und Mcl1L, antiapoptotische Funktionen aufweisen, während die Short-
Formen auch proapoptotisch wirken können (Bingle 2000, Moore 2010). Da für BCLX 
bereits eine siRNA im Labor etabliert war, die ausschließlich gegen die Long-Form 
designt war, wurde diese eingesetzt. 
Für MCL1 wurde eine siRNA designt, die gegen beide Spleißvarianten gerichtet war 
(MCL1L+S), und zwei, die ausschließlich die mRNA des Exon2 inhibiert, das nur für 
die Long-Form translatiert wird (MCL1L siRNA-1/2). In Vorversuchen mit diesen 
verschiedenen siRNAs bestätigte sich, dass der Knockdown von MCL1L eine stärkere 
Apoptose-Induktion in MiaPaCa2 und Panc1 hervorruft. Deshalb wurde zunächst mit 
einer spezifisch gegen MCL1L gerichteten siRNA (MCL1L siRNA-1) weitergearbeitet 
(siehe Anhang Abbildung A26). 
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(a)       Human:            Murin:  
      
(b) 
     
Abbildung 14.  Nachweis der durch hochkonzentrierte siRNA-Behandlung vermittelten 
Genknockdowns von BCLXL, FLIP, KRAS, MCL1L, SURVIVIN und XIAP. (a) Per qRT-PCR wurde das 
Transkriptlevel der für 72 h mit je 72 nM siRNA behandelten Zellen analysiert. Diese wurden prozentual 
als Mittelwerte ± Standardabweichung relativiert zu den jeweiligen Negativkontrollen dargestellt (n ≥ 2). 
Die statistische Signifikanz wurde jeweils im Vergleich zu diesen Kontrollen ermittelt. (b) Durch Western 
Blots wurde der Knockdown auf Protein-Ebene analysiert, hier exemplarisch gezeigt. 
 
Für beide Spezies und alle sechs Zielgene wurden siRNAs etabliert, die einen 
Knockdown von mindestens 40 % auf der transkriptionellen Ebene erzeugten. In den 
laufenden Experimenten wurden jeweils Western Blots zur Bestätigung der 
Knockdowns auf Proteinebene durchgeführt, hier beispielhaft in Abbildung 14 gezeigt. 
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3.2.3. Zelluläre Effekte der Knockdowns durch hochkonzentrierte siRNA-
Behandlung 
Nach Bestätigung der Knockdowns auf RNA-Ebene per qRT-PCR sowie auf 
Proteinebene per Western Blot wurden die phänotypischen Effekte der 
Zielgeninhibierung nach 72 h analysiert. Es wurden die relativen Zellzahlen bestimmt, 
um die Proliferationsinhibition und das Ausmaß an Apoptose insgesamt zu bestimmen. 
Zusätzlich wurde in Zellzyklusanalysen die subG1-Fraktion bestimmt, die den Anteil 
der abgestorbenen Zellen widerspiegelt. 
 
(a) Human:                   Murin:  
    
    
Abbildung 15.  Zelluläre Effekte einzelner Genknockdowns vermittelt durch hochkonzentrierte 
siRNA-Behandlung. (a) 72 h nach der gezielten Genexpressionsinhibition wurde die relative Zellzahl 
bestimmt. Diese wurden prozentual als Mittelwerte ± Standardabweichung relativiert zu den jeweiligen 
unbehandelten Negativkontrollen (NK) dargestellt (n ≥ 5). (b) Parallel wurden die Zellen 
durchflusszytometrisch hinsichtlich ihrer subG1-Population untersucht, die den Anteil toter Zellen in der 
Probe widerspiegelt (n ≥ 4). Die statistische Signifikanz wurde jeweils im Vergleich zu den NK siRNA 
ermittelt. 
 
Phänotypisch zeigten die transient transfizierten Zellen eine sehr heterogene 
Proliferationsinhibition und Apoptose-Induktion (siehe Abbildung 15). So erfolgte 
beispielsweise die Expressionsinhibition von FLIP laut qRT-PCR in allen vier Zelllinien 
(b) 
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gleichmäßig auf nur noch 16,8 ± 2,9 % (siehe Abbildung 14). Phänotypisch reagierten 
die Zellen jedoch äußerst unterschiedlich. Während zum Beispiel MiaPaCa2 durch den 
Knockdown eine hohe subG1-Rate von 51,3 ± 4,9 % nach 72 h aufwiesen und somit 
nur noch eine Gesamtzellzahl von 14,9 ± 9,8 % verblieb, führte dies in Panc1-Zellen zu 
einer Proliferationshemmung auf 49,4 ± 7,4 % und einer subG1-Fraktion von 
20,5 ± 5,4 %. 
Insgesamt wurde die Zellzahl durch das siRNA-vermittelte Herabregulieren der sechs 
einzelnen Kandidatengene um 22,8 - 85,1 % reduziert. SubG1-Fraktionen von 
11,7 - 51,3 % wurden verzeichnet. 
 
3.3. SGS4: Simultanes Gensilencing der Apoptosegene BCLXL, MCL1L, 
SURVIVIN und XIAP 
Basierend auf dem in unserem Labor etablierten Konzept des simultanen 
Gensilencings (SGS) als multimodalen Therapieansatz wurden die Konzentrationen 
der siRNAs auf 12 nM reduziert und in verschiedenen Kombinationen getestet, jeweils 
aufgefüllt mit nonsense siRNA auf die Maximalkonzentration von 72 nM (siehe 
Versuchsübersicht Abbildung 12). Höhere Konzentrationen an siRNA führten zu 
unspezifischer Zytotoxizität. 
 
Ausgangspunkt hierfür war das von Rückert et al. etablierte, gleichzeitige Inhibieren 
der Gene BCL2, SURVIVIN und XIAP (Rückert 2010b). Da für BCL2 translational keine 
erhöhte Expression gegenüber der nichttumorigenen Zelllinie HDPE-E6E7 festgestellt 
wurde und auch durch den mittels 72 nM siRNA hervorgerufenen Knockdown nur eine 
sehr geringfügige Apoptose-Induktion zu verzeichnen war (siehe Anhang 
Abbildung A27), wurde dieses Zielgen nicht weiter verfolgt. Auch zeigte sich bei 
aktuellen Versuchen in unserem Labor, dass Patienten mit einer hohen BCL2-
Expression einen signifikanten Überlebensvorteil hatten (Daten unveröffentlicht). 
Innerhalb der für die mitochondriale Apoptose-Regulation wichtigen Proteine der Bcl2-
Familie zeigten vor allem die Knockdowns von BCLXL und MCL1L starke Apoptose-
induzierende Wirkung. Deshalb wurden diese Zielgene als Alternative zum BCL2-
Knockdown zusammen mit XIAP und SURVIVIN in einer Vierfachkombination (SGS4) 
analysiert (siehe Abbildung 16). 
 
Ergebnisse  60 
(a)               (b)  
 
Abbildung 16.  Nachweis sowie zelluläre Effekte des kombinierten Vierfach-Genknockdown (SGS4). 
(a) Per Western Blot wurde nachgewiesen, dass trotz verringerter Konzentration (12 nM) der einzelnen 
siRNAs ein Knockdown der Zielgene in den Zellen vorlag, sowohl bei Einzeltransfektionen als auch in der 
Vierfach-Kombination. (b) Die Apoptose-Induktion wurde per subG1-Analyse 72 h nach Transfektion für 
die jeweiligen Einzelknockdowns der vier Kandidatengene und die SGS4-Therapie analysiert. Dargestellt 
wurden die jeweiligen Mittelwerte ± Standardabweichungen. Die statistische Signifikanz der 
Negativkontrollen und des Knockdowns einzelner Gene wurde jeweils im Vergleich zum SGS4 ermittelt. 
 
Auch durch die niedrigkonzentrierten siRNAs wurden Knockdowns der vier Zielgene im 
Western Blot bestätigt. Phänotypisch zeigte sich eine Apoptose-Induktion von 
8,2 - 28,0 % beim Knockdown der vier einzelnen Kandidatengene, während in der 
SGS4-Therapie 27,2 - 37,7 % der Zellen nach 72 h bereits apoptotisch waren. 
 
3.4. SGS6: Simultanes Gensilencing der Apoptosegene BCLXL, FLIP, 
MCL1L, SURVIVIN und XIAP sowie KRAS 
Dass Pankreaskarzinome sehr heterogen sind, belegen sowohl die unterschiedlich 
ausgeprägten Resistenzen gegenüber dem Chemotherapeutikum Gemcitabin (siehe 
Abbildung 10), als auch die möglicherweise ursächlich beteiligte, sehr unterschiedlich 
ausgebildete Dysregulation der Apoptosegenexpression (siehe Abbildung 13). Auch 
zeigen die phänotypischen Effekte der Zellen nach Inhibierung einzelner 
Kandidatengene, dass die einzelnen Zelllinien sehr unterschiedlich reagieren. Ziel war 
es nun, eine möglichst breitgefächerte Therapie zu entwickeln, die die intrinsische 
Apoptose-Evasion der Tumore als „Angriffspunkt“ nutzt, jedoch aufgrund ihrer 
Multimodalität unabhängig von der heterogenen Tumorausprägung wirkt. 
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Unterstützend zum Knockdown der mitochondrialen Zielgene BCLXL und MCL1L und 
der IAPs XIAP und SURVIVIN wurde deshalb niedrigkonzentrierte siRNA gegen den 
DISC-Inhibitor FLIP eingesetzt. Diese zeigte bereits bei hochkonzentriertem Einsatz 
eine starke Apoptose-Induktion (20,5 - 51,3 %) und Verminderung der Zellzahl 
(50,6 - 85,1 %), wenn auch sehr Zelltyp-spezifisch (siehe Abbildung 15). 
Außerdem wurde KRAS ebenfalls durch siRNA inhibiert, da es die Überexpression der 
fünf anderen antiapoptotischen Zielgene in Feedback-Loops fördert sowie deren 
Antagonisten inhibiert (Boucher 2000, Tan 2013, Tecleab 2013). Zunächst wurde für 
alle sechs Kandidatengene die Funktionalität der auf ein Sechstel niedriger 
konzentrierten siRNAs bestätigt (siehe Abbildung 17). 
 
               Human:           Murin:  
      
      
Abbildung 17a.  Nachweis der durch niedrigkonzentrierte siRNA-Behandlung vermittelten 
Genknockdowns bei Einzeltransfektion und SGS6-Therapie. Per qRT-PCR wurde das Transkriptlevel 
der für 72 h behandelten Zellen analysiert. Diese wurden dafür jeweils einzeln mit 12 nM einer gegen ein 
Zielgen gerichteten siRNA transfiziert, aufgefüllt mit nonsense siRNA. Bei der SGS6-Therapie wurden die 
Zellen jeweils mit allen sechs niedrigkonzentrierten siRNAs behandelt. Die prozentuale Reduktion des 
relativen Transkriptlevels pro Zielgen wurde als Mittelwert ± Standardabweichung relativiert zu den 
jeweiligen Negativkontrollen dargestellt (n ≥ 2). Die statistische Signifikanz wurde ebenfalls jeweils im 
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Abbildung 17b.  Nachweis der durch niedrigkonzentrierte siRNA-Behandlung vermittelten 
Genknockdowns bei Einzeltransfektion und SGS6-Therapie. Durch Western Blots wurde der 
Knockdown auf Protein-Ebene analysiert, hier exemplarisch gezeigt. 
 
Auf mRNA-Ebene wurden die Zielgene trotz niedrigerer siRNA-Konzentration um 
29 - 97 % in ihrer Expression inhibiert – sowohl im Einzeltransfektionsansatz, als auch 
innerhalb des Kombinationsansatzes des SGS6. Bestätigt wurde dies jeweils durch 
Western Blots für die Proteinexpression. Nur bei den TB32047-Zellen wurde die 
BCLXL-Expression im SGS6-Ansatz intern wahrscheinlich wieder hochreguliert. 
 
Phänotypisch wurde neben der Zellzahl-Bestimmung und der subG1-Analyse 
zusätzlich die Aktivität der Effektorcaspasen 3 und 7 mit einem Assay von Promega 
bestimmt (siehe Abbildung 18). 
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(a)     Human:     Murin:  
   
   
   
Abbildung 18.  Zelluläre Effekte der SGS6-Therapie jeweils im Vergleich zur Inhibition der einzelnen 
Zielgene. (a) 72 h nach der gezielten Genexpressionsinhibition wurde die relative Zellzahl bestimmt. 
Diese wurden prozentual als Mittelwerte ± Standardabweichung relativiert zu den jeweiligen 
unbehandelten Negativkontrollen (NK) dargestellt (n ≥ 7). (b) Parallel wurden die Zellen 
durchflusszytometrisch hinsichtlich ihrer subG1-Population untersucht, die den Anteil toter Zellen in der 
Probe widerspiegelt (n ≥ 8). (c) Die Aktivität der Effektorcaspasen wurde per Kit von Promega bestimmt 
und nach Normierung zur NK prozentual als Mittelwert ± Standardabweichung aufgetragen (n = 2). Die 
statistische Signifikanz der Negativkontrollen und des Knockdowns einzelner Gene wurde jeweils im 
Vergleich zum SGS6 ermittelt. 
 
Auf zellulärer Ebene zeigte sich bei den Einzeltransfektionen eine Reduktion der 
Zellzahl um 2,2 - 49,3 % (siehe Abbildung 18). Die Apoptoserate stieg in der FACS-
Analyse um 0,6 - 21 % gegenüber der Negativkontrolle an, was durch eine nur 










Ergebnisse  64 
Wurden jedoch alle 6 Zielgene simultan mit dieser niedrigkonzentrierten siRNA 
herunterreguliert, starben die Zellen aktiv ab (27,5 – 57,7 % mehr gegenüber der NK) 
und die Zellzahl verringerte sich innerhalb der 72 h um 59,0 – 85,5 %. Insgesamt 
wurde deutlich, dass die SGS6-Therapie ähnlich gute Wirksamkeiten wie die 
Positivkontrolle für die Transfektionen aufwies, die Zellen also entsprechend ihrer 
Transfektionseffizienz optimal in ihrer Proliferation gehemmt wurden und aktiv 
Apoptose induziert werden konnte. 
Die erfolgreiche Hemmung der Proliferation und Vitalität dieser Mauszelllinien durch 
die SGS6-Therapie wurde schließlich auch in vivo analysiert (siehe 3.5). 
 
3.4.1. Bestätigung der spezifischen Wirkung des SGS6 durch Zweit-siRNAs 
Um die spezifische Wirkung der Zielgen-Inhibierung durch die siRNAs zu untermauern, 
wurden für die humanen siRNAs zusätzliche zweite siRNA-Sequenzen designt und 
verifiziert (siehe Abbildung 19). 
 
                                              
           72 nM Einzeltransfektion                                 SGS6 
    
Abbildung 19a.  Nachweis der spezifischen Wirksamkeit der Geninhibition durch Zweit-siRNAs. 
Ergänzend zu den ersten humanen siRNAs wurden jeweils zweite pro Zielgen etabliert und für 72 h 
transfiziert. (a) Zunächst wurden die Reduktionen der Transkriptlevel pro Zielgen in hochkonzentrierten 
Einzeltransfektionen und der SGS6-Therapie (6 x 12 nM) per qRT-PCR bestimmt. Diese wurden 
prozentual als Mittelwerte ± Standardabweichung relativiert zu den jeweiligen unbehandelten 
Negativkontrollen dargestellt (n ≥ 2). 




Abbildung 19b/c.  Nachweis der spezifischen Wirksamkeit der Geninhibition durch Zweit-siRNAs. 
Ergänzend zu den ersten humanen siRNAs wurden jeweils zweite pro Zielgen etabliert und für 72 h 
transfiziert. (b) Per Western Blots wurde der Knockdown der Gene auf translationalem Level bestätigt, hier 
exemplarisch gezeigt. (c) Um die Wirksamkeit der einzelnen Genknockdowns sowie der kombinierten 
Herabregulation unabhängig von der siRNA-Sequenz zu vergleichen, wurden die parallel mit beiden 
siRNAs transfizierten Zellen phänotypischen Tests unterzogen. Die Zellzahl wurde relativiert zu den NK 
bestimmt und die subG1-Fraktionen wurden bestimmt (n = 3). 
 
Auch diese zweiten siRNAs erzeugten spezifische Knockdowns der Zielgene. Bei 
Einsatz als SGS6-Therapie zeigten sie sowohl in MiaPaCa2 als auch in Panc1 eine 
ähnlich stark ausgeprägte Zellzahlreduktion und Apoptose-Induktion wie die 
Sechsfachkombination der ersten siRNAs (siehe Abbildung 19 und Tabelle 12). 
 
Tabelle 12.  Vergleich der Zellzahl- und subG1-Analyse nach SGS6 mit unterschiedlichen siRNAs. 
Relative Zellzahl [%] subG1 [%] 
Zelllinie siRNA-1 siRNA-2 p-Wert siRNA-1 siRNA-2 p-Wert 
MiaPaCa2 11,6 ± 4,0 4,3 ± 2,4 0,418 69,0 ± 7,7 68,6 ± 2,4 0,933 
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3.4.2. SGS6-Therapie weiterer Pankreaskarzinom-Zelllinien 
Um die Wirksamkeit der SGS6-Therapie unabhängig von der Heterogenität der PDAC-
Zellen zu bestätigen, wurden weitere Pankreaskarzinom-Zelllinien therapiert: ASPC1, 
BxPC3 und Hs766T. Auch HDPE-E6E7-Zellen wurden analysiert. Diese entstammen 
nicht entartetem Pankreasdukt und sollten als Kontrolle dienen, inwieweit die Therapie 
auch (umliegendes) Normalgewebe schädigen würde. Für eine übersichtliche 
Zusammenfassung wurde eine Heatmap generiert, in der für alle therapierten Zelllinien 
die Wirksamkeit des jeweiligen einzelnen sowie simultanen Gensilencings anhand 
eines Farbcodes dargestellt ist. 
 



























































































































































Relative Zellzahl < 10% nicht durchgeführt
subG1 > 80%
Relative Caspase-3/7 Aktivität > 30x











Abbildung 20.  Übersicht zur Wirksamkeit der SGS6-Therapie in allen PDAC-Zelllinien. Zusätzlich zu 
den bisherigen Ergebnissen wurden weitere Zelllinien analog mit den jeweiligen sechs siRNAs und der 
SGS6-Therapie für 72 h behandelt. Nach erfolgreichem Nachweis der Knockdowns wurden die zellulären 
Effekte durch drei Assays untersucht: Die relative Zellzahl sowie die Aktivität der Effektorcaspasen 3/7 
wurde jeweils relativ zur NK bestimmt, während durch subG1-Analyse der Anteil toter Zellen bestimmt 
wurde. 
 
Auch in den weiteren humanen PDAC-Zelllinien führte die 72-stündige SGS6-Therapie 
zu einer Reduktion der Zellzahl um 73,8 - 86,9 % und einer Apoptose-Induktion um 
24,0 - 62,5 % in der subG1-Analyse. Die Caspase-Aktivität war in allen Zellen 
zwischen 14 und 50 x erhöht gegenüber den NK. Vergleicht man insgesamt pro 
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Zelllinie die Ergebnisse der einzelnen Assays gegenüber den jeweiligen 
Positivkontrollen als Maßstab für die Transfektionseffizienz, so ergibt sich eine 
Wirksamkeit von 115,6 ± 40,2 %. 
In der nichttumorösen Pankreasdukt-Zelllinie HDPE-E6E7 führte die SGS6-
Behandlung nach 72 h zu einer Zellzahlreduktion um 65,0 % und eine Erhöhung der 
subG1-Fraktion um 20,3 %, jeweils gegenüber der NK. Die Caspase-Aktivität war 8 x 
so hoch wie in den unbehandelten Proben. Insgesamt ergab sich aus den drei Assays 
für diese Kontrollzelllinie eine Wirksamkeit gegenüber den jeweiligen Positivkontrollen 
von 64,3 ± 12,2 %. 
 
3.5. SGS6-Therapie subkutaner Xenograft- und Allograftmodelle 
Für in vivo Untersuchungen zur Bestätigung der Zellkulturexperimente wurden 
sogenannte NMRInu/nu-Mäuse gewählt. Diese tragen eine Mutation im FOXN1-Gen und 
sind daher haarlos und ohne Thymus (Mecklenburg 2005). Durch die fehlenden 
Thymus-abhängigen T-Lymphozyten sind sie immundefizient und daher gut geeignet 
für das Implantieren humaner Zellen. Aufgrund des fehlenden Fells der Tiere können 
die subkutanen Tumore gut analysiert und vermessen werden. 
Für Xenograft-Modelle von Pankreastumoren wurden bilateral jeweils 1 Mio. AsPC1-, 
MiaPaCa2- und Panc1-Zellen subkutan in die Flanke injiziert (siehe Abbildung 21a, b). 
Es zeigten sich bei AsPC1 und MiaPaCa2 jeweils sehr große Unterschiede bezüglich 
der Tumorvolumina, also ein äußerst heterogenes Wachstum. Auch durch ein- bis 
zweimaliges Passagieren der Zellen aus diesem Tumorgewebe, das heißt durch 
Präparation der herangewachsenen Tumore, Etablieren von adaptierten Zellkulturen 
und erneutem Implantieren dieser, konnte keine Verminderung der Heterogenität 
erreicht werden (beispielhaft an MiaPaCa2-Zellen gezeigt). 
Durch die in NMRInu/nu-Mäuse implantierten Panc1-Zellen entstanden keine 
proliferierenden Tumore. Auch bei Erhöhung der Zellzahl auf 5 Mio. gelang dies nicht. 
Aufgrund der geringen Proliferationsrate der entstandenen Tumore bzw. der großen 
Heterogenität wurden diese Xenograft-Modelle nicht weiterführend mit der SGS6-
Therapie behandelt. 
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Abbildung 21.  Wachstum von subkutanen Xenografttumoren in NMRInu/nu-Mäusen verglichen mit 
Allograftmodellen. (a) Das Tumorvolumen injizierter MiaPaCa2-Zellen sowie (b) AsPC1- und Panc1-
Zellen wurde als Mittelwerte ± Standardfehler über den Beobachtungszeitraum hinweg dargestellt (n je 
Gruppe = 6). (c) Die murinen KPC-Zelllinien wurden analog untersucht (n je Gruppe = 6). Der Versuch 
wurde hier jedoch aufgrund der Tumorgröße gemäß den Tierschutz-Richtlinien nach 21 d beendet. 
 
Bei Allograft-Modellen mit den murinen KPC-Zelllinien TB32043 und TB32047 zeigte 
sich hingegen ein deutlich homogeneres Wachstumsverhalten der Tumore und eine 
höhere Proliferationsrate (siehe Abbildung 21). Ein weiterer Vorteil dieser Modelle 
bestand darin, dass mögliche Nebenwirkungen systemischer Art bzw. auf das 
umliegende Gewebe, hervorgerufen durch diese Spezies-spezifische siRNA-Therapie, 
beleuchtet werden konnten. 
Aufgrund der etwas geringeren Proliferationsrate und größeren Homogenität wurde mit 
den TB32047-Tumoren weitergearbeitet. Auch wurde diese Zelllinie bereits für die in 
vitro Versuche verwendet. Nach einer Anwachszeit von 12 d wurden die Tiere 
entsprechend ihrer Tumorvolumens von 182 ± 60 mm³ gruppiert und schließlich für 8 d 
mit siRNA behandelt (siehe Abbildung 22). Je 10 μg dieser wurde mit der 
Transfektionsagens in vivo-jet PEI komplexiert und täglich intratumoral injiziert. Neben 
der Sechsfachkombination der siRNAs gegen BCLXL, FLIP, KRAS, MCL1L, SURVIVIN 
und XIAP (SGS6-Therapie) wurde eine Gruppe auch mit der siRNA gegen EG5 
behandelt, um das Einbringen der siRNAs mithilfe des in vivo-jet PEIs in die Tumore zu 
überprüfen. Als Negativkontrollen wurde eine unbehandelte Mausgruppe mitgeführt 
sowie eine Gruppe, die mit der nonsense siRNA Allstars behandelt wurde. 
 
 
(a)     (b)           (c) 
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Abbildung 22.  Wachstum und SGS6-Therapie von TB32047-Tumoren in NMRInu/nu-Mäusen. (a) Das 
Tumorvolumen über den Behandlungsverlauf hinweg sowie (b) das Endtumorgewicht von 2 Experimenten 
mit insgesamt je 11-14 Tumoren pro Gruppe mit den jeweiligen Standardfehlern wurde dargestellt. 
(c) Gezeigt sind beispielhafte Fotos der Tumore einer mit der nonsense siRNA behandelten versus einer 
mit der SGS6-therapierten Maus. (d) Per qRT-PCR wurde das Transkriptlevel der sechs Zielgene der 
SGS6-therapierten Tumore gegenüber der mit nonsense siRNA behandelten analysiert. Die statistische 
Signifikanz wurde jeweils im Vergleich zu den NK siRNA ermittelt. 
 
Die Volumina wurden regelmäßig durch Ausmessen der Breite und Länge der 
subkutanen Tumore mithilfe einer Schiebelehre ermittelt und nach der Therapie 
wurden diese präpariert und gewogen. Im Wachstumsverlauf ist deutlich zu erkennen, 
dass die SGS6-behandelten Tumore ein statistisch signifikantes, um 54,8 % 
vermindertes Volumen gegenüber der Negativkontrolle (NK) nach 8 d Therapie 
aufwiesen. Auch das Gewicht zeigte eine signifikante Verringerung um 40,5 %. Zum 
Nachweis der siRNA-basierten Wirkung wurde die mRNA der Tumore isoliert und der 
spezifische Knockdown der sechs Gene gegenüber der nonsense siRNA-Kontrolle per 
qRT-PCR gezeigt (um 11,4 – 70,3 %). 












(c)      (d) 
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Das um die Tumore liegende Gewebe sowie das Lebergewebe zeigte bei allen 
behandelten Tieren keine optische Veränderung gegenüber der unbehandelten 
Kontrollgruppe. Auch wurden keine Lebermetastasen gefunden. 
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4. Diskussion 
4.1. Grundresistenz von Pankreaskarzinom-Zelllinien gegenüber der 
Chemotherapie mit Gemcitabin 
Gemcitabin ist ein Chemotherapeutikum zur Behandlung des Pankreaskarzinoms, 
sowohl postoperativ nach Resektion des Tumors als auch bei lokal fortgeschrittenem 
und/ oder metastasierten Pankreaskarzinom. Es wird jedoch nur eine geringfügige 
Verlängerung der Überlebenszeit erreicht. Akada et al. schätzen, dass 75 % der 
Patienten nicht von dieser Therapie profitieren (2005). Auch als multimodale Therapie 
zusammen mit nab-Paclitaxel wird es eingesetzt. Dies verlängert das mittlere 
Überleben der Patienten mit fortgeschrittenem PDAC jedoch nur von 6,7 auf 
8,5 Monate (Von Hoff 2013). Der FOLFIRINOX-Therapieansatz verbessert das 
mediane Überleben zwar auf 11,1 Monate, zeigt aber auch eine stärkere Toxizität und 
kann nur Patienten mit gutem Allgemeinzustand verabreicht werden (Conroy 2011). 
Letztlich sollten diese Chemotherapeutika die intrinsische Apoptose und somit das 
Absterben der Zellen induzieren. Um diese intrinsische Resistenz der 
Pankreaskarzinomzellen in vitro zu überprüfen und entsprechend gut geeignete 
Zellkulturmodelle für weitere Untersuchungen zu finden, wurden zunächst 
verschiedene Zelllinien mit Gemcitabin behandelt und Proliferations- und 
Apoptoseassays durchgeführt (siehe Abbildung 10). Die Mehrheit der Zelllinien (4/5) 
zeigten eine mittlere bis starke Resistenz. Die nichttumorösen HDPE-E6E7-Zellen 
hingegen reagierten stark apoptotisch auf die Gemcitabintherapie. Folglich könnte 
normales Gewebe durch diese unspezifische Therapieform zum Teil stärker geschädigt 
werden als Krebszellen. Akada et al. und Arumugam et al. bestätigten diese 
Ergebnisse hinsichtlich der Gemcitabin-Resistenz der humanen PDAC-Zelllinien sowie 
die hohe Sensitivität von HDPE-E6E7 (Akada 2005, Arumugam 2009).  
 
Das beobachtete Wirkungsplateau ab 100 nM Gemcitabin lies vermuten, dass eine 
Teilpopulation der Zellen resistent gegenüber dem Medikament war. Einige 
Arbeitsgruppen postulierten so genannte ruhende Tumorstammzellen, die als 
Subpopulation deutlich chemoresistenter sind. Sowohl für MiaPaCa2 als auch für 
Panc1 ist die Expression von Stammzellmarkern wie zum Beispiel CD133, CD24, 
CD44 und OCT4 beschrieben worden (Lee 2011, Kure 2012, Quint 2012). Allerdings 
zeigten auch BxPC3 beispielsweise eine starke CD44-Expression, was bei AsPC1-
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Zellen nicht der Fall war (Wei 2011a). Letztlich konnten die gewonnenen 
Resistenzdaten nicht mit der aus der Literatur hervorgehenden Expression bisher 
bekannter Stammzellmarker korreliert werden. 
 
Die Gemcitabin-Resistenz von Pankreaskarzinom-Zelllinien wurde umfangreich 
erforscht. Verschiedene Resistenzmechanismen bezüglich des Transportes und der 
Metabolisierung des Chemotherapeutikums sind bekannt (Nakano 2007). Letztlich 
verfügen die Tumorzellen jedoch auch über Evasionsmechanismen, welche schließlich 
die eigentlich zu induzierende Apoptose der geschädigten Zellen verhindern (Hanahan 
2000, Hanahan 2011). Speziell beim Pankreaskarzinom ist dieser Signalweg ein “Core 
Signaling Pathway“, durch dessen Dysregulation die Chemotherapeutika-Resistenz 
gesteigert wird (Jones 2008). Interessanterweise fiel auch bei der Behandlung der 
Zellen mit Gemcitabin auf, dass antiapoptotische Proteine wie Survivin unter der 
chemotherapeutischen Behandlung noch stärker exprimiert wurden (siehe Anhang 
Abbildung A24) wie zum Beispiel auch durch Yoon et al. gezeigt (2012). 
 
4.2. Apoptose-Evasion als Ursache der Gemcitabin-Resistenz 
In einer in unserem Labor durchgeführten und durch Rückert et al. (2010a) 
veröffentlichten Mikroarray-Analyse zeigte sich, dass die Expression vieler 
Apoptosegene fehlreguliert vorlag. Im Rahmen umfangreicher Literaturrecherchen 
wurde die generelle Dysregulation des Apoptose-Signalweges ausgearbeitet (Werner 
2011a, Werner 2011b).  
 
Zunächst wurden verschiedenste humane und murine PDAC-Zelllinien bezüglich der 
Expression von Apoptose-assoziierten Proteinen untersucht. Generell war dabei zu 
bedenken, dass die gewonnenen Proteinexpressionsdaten auf die Zelllinie 
HDPE-E6E7 bezogen wurden. Diese epithelialen Zellen des humanen Pankreasdukts 
sind zwar eine häufig genutzte Normalkontrolle, wurden allerdings auch mit den E6- 
und E7-Genen des Humanen Papilloma-Virus 16 immortalisiert (Ouyang 2000). 
Dadurch wurden letztlich auch die Signalwege zur Proliferation und Apoptose 
beeinflusst und die Expressionsdaten dieser nichttumorösen Zelllinie können nur einen 
Hinweis geben (Liu 1998). Alternativ wäre eine Proteinisolation aus gesundem 
Pankreasgewebe als zusätzliche Kontrolle denkbar. Hierbei ist jedoch zu beachten, 
dass es sich dabei um unterschiedliche, nicht rein duktale Zelltypen handelt. Eventuell 
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wären hierbei Organoide aus Pankreasdukts eine interessante Alternative. Da 
aufgrund der Stammzelleigenschaften der Duktzellen nur diese in Kultur auswachsen, 
könnten entsprechende Organoide aus gesundem Spendergewebe angezüchtet und 
schließlich daraus Proteine isoliert werden (Huch 2013, Li 2014, Boj 2015). Auch 
immunhistochemische Expressionsanalysen von gesundem Pankreasdukt- sowie 
PDAC-Gewebe wären interessant. Hierbei könnten zudem zusätzliche Informationen 
zur Lokalisation der Proteine gewonnen werden. 
 
Zum Screenen geeigneter antiapoptotischer Kandidatengene wurde schließlich auf die 
RNAi-Technik zurückgegriffen. In humanen und murinen PDAC-Zelllinien mit einer 
Transfektionseffizienz über 60 % wurden per Transfektion mit zunächst 
hochkonzentrierten siRNA-Molekülen (72 nM) ausgewählte Gene in ihrer Expression 
transient herabreguliert. Der Phänotyp wurde in Bezug auf die Apoptose-Induktion und 
die Verringerung der Zellzahl untersucht. Für einen kombinierten Therapieansatz 
wurde die Konzentration schließlich auf ein Sechstel verringert (12 nM, siehe auch 
Versuchsübersicht in Abbildung 12). Im Laufe der Doktorarbeit wurden verschiedene 
Kandidatengene hinsichtlich ihres Potenzials, Apoptose zu induzieren analysiert. 
Letztlich soll hier aber nur auf die abschließend gewählten sechs Kandidatengene 
BCLXL, FLIP, KRAS, MCL1L, SURVIVIN und XIAP eingegangen werden (siehe 
Tabelle 10). Diese sollen im Folgenden zunächst einzeln diskutiert werden. 
 
4.2.1. Die mit der intrinsischen Apoptose assoziierten Proteine Bcl2, BclxL 
und Mcl1L 
Um zunächst auf mitochondrialer Ebene der Apoptose-Resistenz entgegen zu wirken, 
stand es im Fokus, geeignete Kandidatengene zu finden, welche die ausführenden 
Effektoren wie zum Beispiel Bax oder Bak sequestrieren und überexprimiert im 
Pankreaskarzinom vorlagen. 
 
In einer bereits etablierten Kombinationstherapie unseres Labors wurde hierfür ein 
Knockdown von BCL2 erzeugt (Rückert 2010b). Dies ist auf Proteinebene sehr 
heterogen, zum Teil auch gar nicht, exprimiert (siehe Anhang Abbildung A27, Rückert 
2010b). Paradoxerweise zeigte sich auch, dass die Expression von BCL2 mit einem 
besseren Überleben der Patienten korreliert ist, was auch durch andere Studien 
bestätigt wurde (Nio 2001, Dong 2005, Smith 2011). Dies wurde ebenfalls für andere 
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Krebsentitäten wie das Mammakarzinom und das nicht-kleinzellige Bronchialkarzinom 
beschrieben (Martin 2003, Callagy 2008). Generell ist die Expression von BCL2 normal 
bis reduziert im PDAC-Patientengewebe (Campani 2001, Evans 2001). In 
Vorversuchen mit BCL2-exprimierenden Zelllinien zeigte sich keine Apoptose-Induktion 
nach Knockdown des Gens (siehe Anhang Abbildung A27). Es erschien als 
Kandidatengen folglich ungeeignet. 
 
Als alternative Zielgene wurden BCLX und MCL1 näher untersucht. Die Expression 
beider Gene war sehr heterogen, tendenziell jedoch eher stärker ausgeprägt 
gegenüber der nichttumorigenen Kontrollzelllinie (siehe Abbildung 13). Dies ging einher 
mit den Studien von Miyamoto et al. und Bai et al., die eine Überexpression in PDAC-
Zelllinien zeigten und dies auch für Patientengewebe nachwiesen. In circa 90 % der 
Tumore wurden beide Gene transkriptionell und translational überexprimiert (Friess 
1998, Miyamoto 1999, Bai 2005, Sharma 2005, Rückert 2010a). Auch ist eine erhöhte 
BCLX-Expression mit einem kürzeren Überleben der Patienten korreliert (Friess 1998, 
Evans 2001, Ghaneh 2002). Für MCL1 sind aktuell keine Studien bekannt, die eine 
Korrelation des Patientenüberlebens zur Expression zeigen. 
 
Schließlich wurden BCLX und MCL1 hinsichtlich ihrer funktionellen Bedeutung für die 
Apoptose analysiert. In verschiedenen Studien wurde belegt, dass die entsprechenden 
langen Proteinvarianten BclxL und Mcl1L antiapoptotisch fungieren, während die durch 
alternatives Spleißen auftretenden Formen BclxS und Mcl1S proapoptotisch wirksam 
sind (Bingle 2000, Moore 2010). Deshalb wurde für BCLX mit der bereits im Labor 
etablierten siRNA weiter gearbeitet, die ausschließlich die lange Transkriptvariante in 
ihrer Expression herabreguliert. In Vorversuchen zum MCL1 Knockdown bestätigte 
sich eine stärkere Apoptose-Induktion durch die ausschließlich gegen die längere 
Transkriptvariante gerichtete siRNA (siehe Anhang Abbildung A26). Folglich wurden 
diese siRNAs verwendet, um ausschließlich die Expression der antiapoptotischen 
Proteine zu inhibieren. 
 
Bei Einsatz hoher siRNA-Konzentrationen wurden in den untersuchten Zelllinien durch 
BCLXL und MCL1L Knockdowns hohe Zellzahlreduktionen sowie subG1-Fraktionen 
von 17 - 30 % erreicht (siehe Abbildung 20). Im Vergleich zu dem ursprünglichen 
BCL2-Knockdown von Rückert et al. (2010b) zeigte sich in den parallel verwendeten 
MiaPaCa2-Zellen für beide mitochondrialen Zielgene eine stärkere Apoptose-Induktion. 
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Auch bei einer verringerten siRNA-Konzentration gegen BCLXL oder MCL1L kam es in 
allen Zelllinien zur Induktion des Zelltodes, was zusätzlich noch durch eine verstärkte 
Aktivität der Caspasen 3 und 7 bestätigt wurde (siehe Abbildung 18). Takahashi et al. 
zeigten für Pankreaskarzinomzellen ebenfalls die Apoptose-induzierende Wirkung 
durch Knockdown der beiden Zielgene, wobei auch in dieser Studie das 
Herabregulieren der MCL1-Expression einen stärkeren Effekt gegenüber BCLXL hatte. 
Darüber hinaus wurde eine additive Wirkung bezüglich des apoptotischen Phänotyps 
beim gemeinsamen Knockdown gezeigt (Takahashi 2013). Auch in unserem Labor 
wurden beide Zielgene für einen kombinierten Einsatz getestet und ein additiver Effekt 
hinsichtlich der Apoptose-Induktion und Zellzahlreduktion wurde bestätigt (Lademann 
2014). Interessanterweise zeigten Willis et al., dass Effektoren wie Bak im 
Mitochondrium durch BclxL und Mcl1 sequestriert werden und nur bei Neutralisierung 
beider Proteine kam es zu einer erfolgreichen Dimerisierung von Bak und damit zur 
Permeabilisierung der Mitochondrienmembran (Willis 2005). Zusammenfassend lässt 
sich feststellen, dass durch den Knockdown der langen Spleißvarianten von BCLX und 
MCL1, die für die antiapoptotisch fungierenden Proteine BclxL und Mcl1L codieren, 
erfolgreich Apoptose in PDAC-Zellen ausgelöst wurde. Dieser Effekt wird durch ein 
simultanes Herabregulieren noch verstärkt, sodass beide als Zielgene für einen 
multimodalen Therapieeinsatz genutzt werden könnten. 
 
Für detailliertere Analysen der mitochondrialen Apoptose im Pankreaskarzinom, um 
beispielsweise noch weitere relevante Inhibitoren von Bax und Bak zu identifizieren, 
könnten Assays durchgeführt werden, die direkt die Permeabilisierung der 
Mitochondrienmembran detektieren oder aber die Ausschüttung von Cytochrom C. 
Durch fraktionelle Lyse und anschließende Western Blot Analyse könnte die 
Ausschüttung von Cytochrom C nachgewiesen werden, also der shift von der 
Membran- in die zytoplasmatische Fraktion. Auch wären Immunfluoreszenzanalysen 
vorstellbar, um diese veränderte Lokalisation von Cytochrom C nach Apoptose-
Induktion zu detektieren. Bax und Bak ändern, hervorgerufen durch die apoptotischen 
Signale, ihre Konformität. Am folglich exponierten N-Terminus können somit 
spezifische fluoreszenzmarkierte Antikörper binden und mikroskopisch analysiert 
werden (Arnoult 2008). Auch flowzytometrische Messungen zur Depolarisation der 
Mitochondrienmembran wären denkbar (Christensen 2013). Aufgrund der guten 
Wirksamkeit der beiden Zielgene BCLXL und MCL1L wurde jedoch auf diese 
zusätzlichen Assays verzichtet. 
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4.2.2. Die Caspase-Inhibitoren Survivin und Xiap 
Die Caspasen als ausführende Enzyme der Apoptose werden im Pankreaskarzinom 
durch eine Vielzahl an Inhibitoren blockiert. Als Vertreter der IAP-Proteinfamilie, welche 
vor allem die postmitochondrialen Effektorcaspasen blocken, wurden in der bisherigen 
Kombinationstherapie durch Rückert et al. XIAP und SURVIVIN posttranskriptionell 
herabreguliert (2010b). 
 
Für beide Gene wurde auf translationaler Ebene in den Western Blot Analysen eine 
Überexpression in der Mehrheit der PDAC-Zelllinien gezeigt (siehe Abbildung 13). Eine 
stärkere Expression in PDAC-Zellen wurde ebenfalls durch Lopes et al. per RT-PCR 
normalisiert zu HDPE-E6E7-Zellen gezeigt (2007). Shrikhande et al. zeigten neben 
einer XIAP-Überexpression in verschiedenen Zelllinien auch, dass es in Tumorgewebe 
2,1fach stärker exprimiert und mit einem schlechteren Überleben der Patienten 
assoziiert ist. Durch den Einsatz von siRNA wurde hier außerdem eine 
Chemosensitivierung gegenüber Gemcitabin nachgewiesen (Shrikhande 2006). Auch 
für Survivin wurde in verschiedenen Studien eine Überexpression gezeigt und dass 
dieses Protein, wenn es zytosolisch lokalisiert ist, als prognostischer Marker für PDAC 
dienen kann. Das Überleben der Patienten mit Survivin-Expression war signifikant 
verringert (Kami 2004, Tonini 2005). Dies gilt interessanterweise auch für die 
Konzentration an Survivin im Serum. PDAC-Patienten weisen oft eine erhöhte Menge 
dieses Proteins auf, was signifikant mit dem Lymphknoten- und Invasionsstatus sowie 
dem histologischen Grad des Tumors korreliert (Ren 2014, Dong 2015). 
 
Durch den XIAP- und SURVIVIN-Knockdown mittels hochkonzentrierter siRNA wurde 
eine starke Apoptose-Induktion und Zellzahlreduktion erzielt (siehe Abbildung 20), die 
verglichen mit Rückert et al. in den MiaPaCa2 und AsPC1-Zellen ähnlich stark 
ausgeprägt war (Rückert 2010b). Unter Verwendung geringer konzentrierter siRNA war 
der Knockdown beider Gene erwartungsgemäß etwas schwächer (siehe 
Abbildung 18). Bezüglich der Zellzahl ist auffällig, dass diese bei SURVIVIN 
Knockdown viel stärker reduziert ist als bei XIAP (26 - 61 % versus 8 - 35 % 
Zellzahlreduktion). Bedingt ist dies wahrscheinlich durch die umfangreichen weiteren 
Funktionen von Survivin innerhalb der Zellzyklusregulation (Altieri 2003). Folglich 
kommt es beim Knockdown nicht nur zur Aufhebung der Caspase-Inhibition, sondern 
darüber hinaus auch zu einer Proliferationshemmung.  
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Theoretisch war davon auszugehen, dass beide Zielgene in einem multimodalen 
Therapiekonzept einzusetzen sind, da Xiap innerhalb der IAP Proteinfamilie als 
einziges Mitglied direkt mit den Caspasen interagiert. Die antiapoptotischen Funktionen 
von Survivin und anderen Proteinen sollen nur indirekt über Interaktion mit Xiap 
ausgeübt werden (Eckelman 2006). Möglicherweise sollten Kombinationsversuche 
durchgeführt werden, um zu analysieren, ob das simultane Herabregulieren der 
Genexpression additive Effekte zeigt und somit die recht geringe Apoptose-Induktion 
durch den XIAP Knockdown noch verbessert wird. In verschiedenen Studien erzeugten 
Jiang und Kollegen in Panc1- und SW1990-Zellen einen stabilen Knockdown beider 
Gene. Sowohl durch XIAP als auch durch SURVIVIN Knockdown wurde eine 
Proliferationsinhibition und Apoptose-Induktion hervorgerufen. Ein Knockdown beider 
Gene zeigte diesbezüglich eine additive Wirkung. Darüber hinaus war die Migrations- 
und Invasionsfähigkeit der Zellen reduziert und die Sensitivität gegenüber Gemcitabin 
oder 5-FU verbessert (Jiang 2011, Yang 2013, Yi 2015). Auch für andere Entitäten wie 
Lungen-, Blasen oder Darmkrebs wird ein gemeinsamer Knockdown der beiden Gene 
im Rahmen multimodaler Therapiekonzepte in Betracht gezogen (Cao 2004, Kunze 
2012b, Hehlgans 2013). 
 
Ob dies für die Therapie des Pankreaskarzinoms sinnvoll ist, kann nur durch weitere 
Kombinationsversuche geklärt werden. Letztlich hat SURVIVIN als Zielgen aufgrund 
seiner Multifunktionalität ein besseres Potenzial. Als Bestandteil des Chromosomalen 
Passenger Complexes fördert es zusammen mit den Aurorakinasen nicht nur die 
Mitose in Krebszellen, sondern scheint auch einen Einfluss auf das Splicing von BCLX 
und MCL1 zu haben (Moore 2010). Umfangreichere Knockdown-Kombinationen dieser 
vier Zielgene, eventuell auch von Aurora A/ B, könnten den funktionellen 
Zusammenhang hier besser untermauern. Ergänzend zu einer generellen 
Herabsetzung der Apoptose-Resistenzmechanismen von PDAC-Zellen kann natürlich 
auch die Destabilisierung des Zellzyklus zu einer Therapieoptimierung beitragen. 
 
4.2.3. Der Caspase-Inhibitor Flip 
Flip inhibiert die Caspasen 8 und 10 am DISC und spielt daher in der extrinsischen 
Apoptose-Induktion eine Rolle. Die Expressionsanalyse zeigte in den Standard- und in 
den aus Patientengeweben etablierten Zelllinien tendenziell eine Überexpression für 
FLIP (siehe Abbildung 13). Auch Haag et al. wiesen eine verstärkte Expression in 
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PDAC-Zelllinien nach. In Gewebeproben normaler Pankreata war keine Expression in 
den duktalen Epithelzellen zu verzeichnen, während in PanIN-Läsionen und PDAC-
Proben eine verstärkte Expression detektiert wurde. Nur in wenigen Fällen (2 von 30) 
war auch in den Gewebeproben von PDAC-Patienten keine Expression vorhanden 
(Haag 2011). Ähnlich wurde dies durch Schmid et al. beschrieben: In der Mehrheit der 
Patientengewebe wurde eine starke Expression festgestellt. Nur in 9 der 120 
Gewebeproben war keine Expression nachweisbar. Diese Patienten zeigten aber 
interessanterweise ein signifikant kürzeres Überleben (Schmid 2013). 
 
Durch hochkonzentrierte siRNA zum Herabregulieren der FLIP-Expression zeigte sich 
Zelllinien-spezifisch ein sehr unterschiedlich stark ausgeprägter Phänotyp (siehe 
Abbildung 20). Während in manchen Zelllinien eine sehr starke Apoptose-Induktion 
und Zellzahlreduktion zu verzeichnen war (zum Beispiel MiaPaCa2, Hs766T), zeigten 
andere nur eine milde Apoptose-Induktion, aber trotzdem eine Verminderung der 
Gesamtzellzahl (zum Beispiel AsPC1, Panc1). Neben der funktionellen Bedeutung von 
FLIP innerhalb der Apoptose scheint es auch in wichtigen Signalwegen zur 
Proliferation involviert zu sein. Haag et al. untersuchten die Bedeutung von FLIP an 
AsPC1- und PancTu1-Zellen. Beide Linien zeigten nur durch Knockdown von FLIP 
keine Apoptose-Induktion, wurden aber gegenüber FASL- und TRAIL-vermittelter 
Apoptose sensitiviert (Haag 2011). Auch wurde diese Sensitivierung in verschiedenen 
Studien durch Medikamente hervorgerufen, die zu einer Verminderung der FLIP-
Expression führten wie beispielsweise LBH589 oder Vorinostat zusammen mit 
Sorafenib kombiniert (Zhang 2008, Kauh 2010). In umfangreichen Untersuchungen 
unseres Labors zum extrinsischen Apoptose-Signalweg konnte allerdings keine 
Korrelation gezeigt werden zur Expression von TRAIL und FASL beziehungsweise 
deren Rezeptoren (Thepkaysone 2012). 
 
Es ist also fraglich, warum es in den Flip-sensitiven Zelllinien zu einer Liganden-
unabhängigen Apoptose-Induktion gekommen ist. Auch in Kolorektalkarzinom-Zellen 
wurde dies beobachtet. Durch RNAi-basierten Knockdown wurde in vitro Apoptose 
induziert und in vivo zeigte sich in HCT116-Xenografts eine deutliche Tumorreduktion 
(Wilson 2007). Day et al. bestätigten diese Liganden-unabhängige spontane Apoptose 
in den humanen Mammakarzinom-Zellen MCF-7 und postulierten einen so genannten 
apoptotic inhibitory complex (AIC). Dieser, bestehend aus Flip, Procaspase 8, FADD 
und TRAIL-R2, soll bei einem Knockdown von FLIP zur Aktivierung der Caspase 8 und 
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damit zur Induktion der Caspasekaskade führen (Day 2008). Interessant wäre es, die 
Zellen zusätzlich zur siRNA-Behandlung mit TRAIL oder FASL zu inkubieren. Sollte in 
den resistenten Zelllinien der AIC nur abhängig von Todesliganden funktionell 
zusammengelagert werden und dadurch die Prozessierung der Procaspase 8 erfolgen, 
so würde diese ergänzende Gabe von FASL oder TRAIL in den sensitiven Zellen mit 
bereits funktionellem AIC keine weitere Apoptose-Induktion hervorrufen. FLIP scheint 
folglich ein sehr potentes Target für die Therapie von PDAC zu sein, sollte allerdings 
funktionell noch näher charakterisiert werden. 
 
4.2.4. KRas als zentrales Onkogen des Pankreaskarzinoms 
KRAS ist in vielen Krebsentitäten mutiert und gilt damit aufgrund seiner 
proliferationsfördernden und Apoptose-inhibierenden Eigenschaften als potenzielles 
Zielgen verschiedenster Therapiekonzepte (Giehl 2005, Rodriguez-Viciana 2005). 
 
Bezüglich der Expression zeigte die Mehrheit der PDAC-Zellen eine gleich starke 
Expression bis Unterexpression gegenüber den HDPE-E6E7-Zellen (siehe 
Abbildung 13). Peng et al. wiesen an 45 PDAC-Patientengewebeproben gegenüber 
Normalgewebe sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene eine Überexpression von 
KRAS nach. Auch korrelierte die Expression signifikant mit der Tumorgröße, der 
Metastasierung der Lymphknoten, der Nerveninvasion und dem UICC (Union for 
International Cancer Control) Status (Peng 2013). Die zur konstitutiven Aktivierung des 
KRas-Proteins führenden Mutationen sind letztlich jedoch entscheidender. Inwieweit 
diese als prognostischer Marker dienen können, ist stark umstritten (Garcea 2005). Nur 
zwei Studien zeigten, dass mutiertes KRAS nach Tumorresektion prognostische 
Aussagekraft hat (Finkelstein 1994, Castells 1999). In anderen Studien wurde 
nachgewiesen, dass wahrscheinlich umfangreicher differenziert werden sollte 
bezüglich des homozygoten/ heterozygoten Auftretens der Mutation beziehungsweise 
verschiedener Mutationssubtypen (Song 1996, Kawesha 2000). 
 
In den RNAi-Experimenten wurde mit Zelllinien gearbeitet, die verschiedene 
Codonvarianten trugen (WT, G12C, G12D, Q61H). Unter Verwendung 
hochkonzentrierter siRNA kam es zu einer Apoptose-Induktion von 19 - 46 % und einer 
Zellzahlverminderung um 39 - 77 %, jedoch ohne erkennbare Unterschiede hinsichtlich 
der jeweiligen Mutationsvariante (siehe Abbildung 20). In verschiedenen Studien wurde 
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diese Proliferationsinhibition und Induktion des Zelltodes bei KRAS-Knockdown in 
MiaPaCa2- und Panc1-Zellen ebenfalls nachgewiesen. Zusätzlich zeigten sie eine 
geringere Migration der Zellen und postulierten ein verringertes angiogenetisches 
Potenzial, da die VEGF-Expression vermindert beziehungsweise Thrombospondin-1 
als endogener Angiogenese-Inhibitor stärker exprimiert wurde (Fleming 2005, Liu 
2013, Zeng 2014). 
 
KRAS als zentrales Onkogen wurde des Weiteren auch als Target gewählt, da es über 
NF- B und p53 die bereits vorgestellten antiapoptotischen Mitglieder (BCLX, FLIP, 
MCL1, SURVIVIN und XIAP) in ihrer Expression fördert. Damit später in multimodalen 
Therapieansätzen deren Knockdown durch siRNAs nicht nur kurzfristig wirkt und sie 
schließlich wieder KRAS-bedingt (über-)exprimiert werden, wurde die KRAS-
Expression ergänzend herabreguliert. In unserem Labor wurde dies in verschiedenen 
Kombinationsversuchen bestätigt. Vor allem die SURVIVIN und XIAP-Expression war 
KRAS-reguliert (Lademann 2014). Letztlich zeigten sowohl die Einzelknockdowns als 
auch die Kombinationsversuche, dass es ein Zielgen mit großem therapeutischen 
Potenzial ist. 
 
4.3. Simultanes Gensilencing apoptotischer Faktoren als multimodaler 
Therapieansatz zum Umgehen der Heterogenität des 
Pankreaskarzinoms 
Innerhalb der onkologischen Forschung gewinnt die personalisierte Medizin durch so 
genannte targeted therapies als gezielte Krebstherapiekonzepte immer mehr an 
Bedeutung. Durch zunehmend effizienter und kostengünstiger werdende 
Sequenziertechniken werden Patientengewebe umfangreich genomisch analysiert und 
basierend auf einer definierten Mutation behandelt. 
Monoklonale Antikörper werden als Liganden für in den Krebszellen überexprimierte 
Wachstumsfaktor-Rezeptoren eingesetzt: 
 Trastuzumab (Handelsname Herceptin) gegen HER2/neu (human epidermal 
growth factor receptor 2) bei Brust- und Magenkrebs, 
 Bevacizumab (Handelsname Avastin) gegen VEGF (vascular endothelial 
growth factor) bei Brust-, Darm-, Lungen-, Nieren- und Eierstockkrebs, 
 Cetuximab (Handelsname Erbitux) gegen EGFR (epidermal growth factor 
receptor) bei Darmkrebs. 
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Durch den Einsatz von so genannten small molecules werden diese und andere 
Rezeptor-Tyrosinkinasen auch direkt inhibiert und somit die Proliferation der 
Krebszellen gehemmt: 
 Imatinib (Handelsname Glivec/ Gleevec) gegen BCR-ABL u.a. bei chronisch 
myeloischer Leukämie, 
 Gefitinib (Handelsname Iressa) gegen EGFR bei nicht-kleinzelligem 
Bronchialkarzinom, 
 Erlotinib (Handelsname Tarceva) gegen HER1, EGFR bei nicht-kleinzelligem 
Bronchial- und Pankreaskarzinom (Jackson 2015). 
 
Diese beispielhaft genannten Therapien können jedoch stets nur den Patienten 
zugänglich gemacht werden, die eine entsprechende Mutation und/ oder 
Überexpression des Zielgens im Tumorgewebe aufweisen. Und auch diese sprechen 
nur teilweise auf die Medikamente an und überleben länger (Jackson 2015). Doch 
Krebserkrankungen sind meist sehr heterogen (Stadler 2015). Tumore akkumulieren 
im Laufe ihrer Progression verschiedenste Mutationen, im Pankreaskarzinom 
typischerweise KRAS, CDKN2A, P53 und SMAD4 (siehe Abbildung 2; Macgregor-Das 
2013). Auch kann es zur Amplifikation oder Deletion von Chromosomenabschnitten, 
folglich Expressionsveränderungen und auch anderen Methylierungsmustern kommen 
(Waddell 2015). Zudem entwickeln sich Tumorsubklone auch unabhängig voneinander 
weiter und es kommt zu einer intrinsischen Heterogenität des Primärtumors. Bei 
Metastasierung des Pankreaskarzinoms werden folglich ebenfalls unterschiedliche 
genetische Alterationen weitergegeben (Maddipati 2015). Diese Tumorprogression 
kann durch eine solche targeted therapy gegen nur ein Zielgen möglicherweise noch 
verstärkt werden. 
 
4.3.1. In vitro Etablierung der SGS4- und SGS6-Therapiekonzepte 
Interessanterweise postulierten Goldie und Coldman bereits 1979 anhand eines 
mathematischen Modells, dass es in einem wachsenden Tumor mit den zunehmenden 
genetischen Alterationen auch zur Ausbildung von zunehmend mehr Tumorzellklonen 
mit unterschiedlichsten Resistenzmechanismen kommt. Folglich sollte so früh wie 
möglich mit kombinierten Therapien begonnen werden (Goldie 1979). Die gezielte 
Krebstherapie sollte erweitert werden, anstatt fokussiert jeweils ein Zielgen zu 
therapieren. Auf molekularer Ebene müssen die Signalwege komplexer destabilisiert 
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werden, die normalerweise der Homöostase zur Proliferation/Apoptose dienen und in 
den Tumorzellen dysreguliert vorliegen (Lowe 2004, Jones 2008, Werner 2011a, 
Werner 2011b). 
 
Die gezeigten umfangreichen Expressionsanalysen bestätigten die beschriebene 
Heterogenität von Pankreaskarzinomen (siehe Abbildung 13, Anhang Abbildung A25, 
A27). Auch der Knockdown einzelner Zielgene per hochkonzentrierter siRNA rief in den 
verschiedenen Zelllinien sehr unterschiedlich stark ausgeprägte antitumorale Effekte 
hervor – komplett unabhängig von der Grundexpression und dem Mutationsstatus 
dieses Gens (siehe Abbildung 15 und 20). Obwohl alle verwendeten Zelllinien außer 
BxPC3 KRAS-Mutationen trugen, wirkte dessen Knockdown nur teilweise 
antiproliferativ und Apoptose-induzierend, während manche Zelllinien scheinbar 
unabhängig davon wuchsen. Auch der FLIP-Knockdown zeigte beispielsweise, dass 
einige PDAC-Zelllinien sehr abhängig von der Expression dieses Gens waren und es 
bei einem Knockdown zu einer starken Apoptose-Induktion kam, während andere 
Zellen relativ resistent waren. 
 
In ersten kombinierten Therapieansätzen, wie schon bezüglich der einzelnen 
Proteinfamilien beschrieben, wirkt sowohl das simultane Herabregulieren der BCLXL- 
und MCL1-Expression (Willis 2005, Takahashi 2013), als auch der parallele 
Knockdown von XIAP und SURVIVIN additiv antitumoral in Pankreaskarzinom-
Zelllinien und anderen Krebsentitäten (Cao 2004, Jiang 2011, Kunze 2012b, Hehlgans 
2013, Yang 2013, Yi 2015). Auch bei multimodalen Therapieansätzen, die auf beide 
Proteingruppen abzielen, wurde sowohl in Pankreaskarzinom- als auch in 
Blasenkarzinomzellen eine verbesserte Apoptose-Induktion sowie 
Proliferationsinhibition erzielt gegenüber der Behandlung eines einzelnen Zielgens 
(Kunze 2008, Rückert 2010b, Kunze 2012a, Kunze 2012b, Kunze 2013). Das 
simultane Gensilencing der vier Gene BCLXL, MCL1L, SURVIVIN und XIAP, 
bezeichnet als SGS4, bestätigte dies. Sowohl in MiaPaC2- als auch in Panc1-Zellen 
war die Apoptose-Induktion gegenüber dem Einzelknockdown signifikant stärker (siehe 
Abbildung 16). 
 
Es ist dabei durchaus zu bedenken, dass die gleichzeitig in Zellen eingebrachten, 
verschiedenen siRNAs in Konkurrenz zueinander vom RISC erkannt werden und somit 
der Knockdown der einzelnen Gene weniger effizient sein kann (Castanotto 2007). Die 
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Western Blots zeigten jedoch jeweils eine ungefähr gleich starke 
Expressionsverminderung gegenüber dem Einzelknockdown (siehe Abbildung 16 
und 17). 
 
Um den Therapieansatz noch zu verbessern, wurde er um die Zielgene KRAS und 
FLIP zum SGS6 erweitert. Auch hier wurde trotz niedrigkonzentrierter siRNA (unter 
Beachtung der maximalen nicht-zytotoxischen siRNA-Konzentration) für alle sechs 
Zielgene ein Knockdown erzielt (siehe Abbildung 17). Letztlich wurden verschiedenste, 
heterogene PDAC-Zelllinien erfolgreich mit diesem Sechsfach-Therapiekonzept 
behandelt (siehe Abbildung 18 und 20). Die breitgefächerte Destabilisierung wichtiger 
Komponenten des Apoptose-Signalweges zusammen mit KRAS führte unabhängig von 
der einzelnen funktionellen Bedeutung jedes Zielgenes für alle Zelllinien zur 
Überschreitung des apoptotischen Schwellenwertes nach Lowe et al. (2004). Auch war 
die Apoptose-Induktion und Reduktion der Gesamtzellzahl durch die SGS6-Therapie 
stets wirkungsvoller als in den hochkonzentrierten Einzelknockdowns. Durch Zweit-
siRNAs wurde die spezifische Wirksamkeit der posttranskriptionellen 
Expressionsinhibition bestätigt und off-target-Effekte wurden ausgeschlossen. Die 
Anwendung der SGS6-Therapie an den normalen pankreatischen Duktzellen 
HDPE-E6E7 zeigte ebenfalls eine Proliferationshemmung und Apoptose-Induktion. 
Diese Effekte waren allerdings, an den Positivkontrollen als Maß für die 
Transfektionseffizienz gemessen, mit durchschnittlich 64 % deutlich geringer als in den 
Tumorzelllinien mit 116 %. Verglichen mit der Wirksamkeit der Gemcitabin-Therapie, 
bei der die HDPE-E6E7-Zellen mit einer starken Apoptose-Induktion und 
Zellzahlverminderung reagierten, während die PDAC-Zelllinien größtenteils resistent 
waren, wurden die Normalzellen deutlich weniger durch die SGS6-Therapie 
geschädigt. 
 
4.3.2. Validierung des SGS6-Therapiekonzeptes in vivo 
Nachdem die in vitro Untersuchungen gezeigt hatten, dass durch die SGS6-Therapie 
verschiedenste PDAC-Zelllinien erfolgreich in ihrer Proliferation inhibiert wurden und 
Apoptose induziert wurde, sollte die therapeutische Wirksamkeit in vivo validiert 
werden. Auch sollten systemische Wirkungen der siRNA-Kombination, vor allem 
Nebenwirkungen auf gesundes Gewebe, untersucht werden. Hierfür wurden zunächst 
subkutane PDAC-Modelle etabliert. 
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In Xenografts mit NMRInu/nu-Mäusen wiesen AsPC1-Zellen eine stärkere Tumorigenität 
gegenüber MiaPaCa2-Zellen auf, was auch Miknyoczki et al. zeigten (1999). Aus 
Panc1-Zellen entwickelten sich auch bei Erhöhung der injizierten Zellzahl keine 
proliferierenden Tumore (siehe Abbildung 21a, b). In einigen Studien gelang dies zwar, 
aber auch hier kam es zu einer Latenzzeit und die Tumore wiesen nur eine geringe 
Größe auf (Freeman 1995, Aubert 2003, Fukasawa 2004). Die herangewachsenen 
MiaPaCa2- und AsPC1-Tumore waren, gemessen anhand der Volumina, sehr 
heterogen bezüglich ihrer Proliferationsrate, auch nach ein- bzw. zweimaligem 
Passagieren (siehe Abbildung 21a, b). 
Um trotz dieser natürlichen Heterogenität eine bessere statistische Aussagekraft zu 
erhalten, könnte die Versuchsgruppengröße von n = 6 erhöht werden. Um jedoch die 
Anzahl der Versuchstiere möglichst gering zu halten und trotzdem mit einer 
homogeneren Tumorgröße Therapietestungen durchführen zu können, könnten 
alternativ aus einem herangewachsenen Spender-Tumor gleich große Fragmente 
präpariert werden. Nach Replantation dieser in eine kleine Gruppe von Versuchstieren 
wie beispielhaft beschrieben in Hotz et al. (2005) sollten die heranwachsenden Tumore 
homogener wachsen und sich somit folglich besser zur Analyse möglicher 
Therapiekonzepte eignen. Problematisch hierbei ist jedoch die Vorselektion durch 
Auswahl eines beliebigen Spender-Tumors. 
Außerdem könnten alternativ zu den NMRInu/nu-Mäusen auch NOD SCID gamma-
Mäuse verwendet werden. Diese verfügen weder über B- oder T-Lymphozyten, noch 
über natürliche Killerzellen. Möglicherweise würde hier auch die Etablierung 
proliferierender Panc1-Tumore gelingen. Allerdings sind diese Mäuse nicht haarlos, so 
dass beim Ausmessen der Tumore zusätzlicher Stress für die Tiere durch das 
Rasieren entsteht. 
 
Parallel wurden Allograftmodelle etabliert. Dafür wurde auf zwei Zelllinien 
zurückgegriffen, die aus Pankreastumoren von KRASG12D; P53R172H; PDX1-CRE-
Mäusen stammen (Olive 2009). Es zeigte sich verglichen mit den Xenografttumoren 
eine deutlich stärkere Proliferation der Tumore (siehe Abbildung 21). Auch waren diese 
im Wachstumsverhalten homogener und daher besser geeignet, um die SGS6-
Therapie zu validieren. Des Weiteren hatten diese Modelle den Vorteil, dass 
eventuelle, durch die Spezies-spezifische siRNA verursachte Nebenwirkungen auf 
umliegendes Gewebe analysiert werden konnten. 
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Letztlich wurden die Tumore der bereits in vitro untersuchten TB32047-Zelllinie 
therapiert (siehe Abbildung 22). Gegenüber den Kontrollgruppen waren die SGS6-
behandelten Tumore signifikant in Volumen und Gewicht um 55 % beziehungsweise 
41 % reduziert. Obwohl in den in vitro Versuchen in der Zelllinie TB32047 mit der 
SGS6-Kombination der geringste therapeutische Effekt erzielt wurde, konnten die 
Tumorzellen in vivo trotz starker Proliferation erfolgreich mit der SGS6-Therapie 
behandelt werden. Kritisch ist zu sehen, dass für die Gene MCL1L und KRAS im 
Tumorgewebe nur eine geringe Reduktion des mRNA-Levels nachgewiesen wurde. 
Interessant wären immunhistochemische Schnitte, um die translationale 
Expressionsreduktion der Zielgene verteilt im Tumorgewebe zu analysieren. Bisherige 
immunhistochemische Analysen mit den zur Verfügung stehenden KRas-Antikörpern 
waren nicht zufriedenstellend. Alternativ könnte hier beispielsweise phosphoryliertes 
ERK als Zielprotein von KRas detektiert werden. Auch könnten Färbungen mit 
Proliferations- beziehungsweise Apoptosemarkern (Ki67, gespaltene Caspase 3, 
gespaltenes PARP) durchgeführt werden, um den Therapieeffekt generell noch besser 
beurteilen zu können (wie zum Beispiel gezeigt in Vogler 2009).  
 
Möglicherweise könnten auch alternative Transfektionsagenzien getestet werden. In 
vivo-jetPEI zeigte eine sehr gute Transfektionseffizienz (Vernejoul 2002). Auch weist 
es eine sehr geringe Toxizität auf. Die Produktion proinflammatorischer Zytokine oder 
hepatischer Enzyme ist äußerst gering, so dass es bereits erfolgreich in klinischen 
Studien – auch zum Pankreaskarzinom – eingesetzt wird (Bonnet 2008, Buscail 2015). 
Verglichen mit der siRNA-Positivkontrolle gegen das für Zellen essentielle 
Zytoskelettprotein KIF11 zeigte die SGS6-Therapie die gleiche signifikante 
Tumorreduktion, trotzdem fehlt der Vergleich zu anderen Transfektionsagenzien und 
der geringe Knockdown von KRAS und MCL1L könnte ein Hinweis auf eine 
unzureichende Einbringung der siRNA sein. Die Stabilität und delivery der siRNAs in 
vivo ist generell ein sehr komplexer, schwieriger Forschungsschwerpunkt, der im 
Ausblick (siehe 4.4.1) näher diskutiert werden soll. 
 
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die SGS6-Therapie nach umfangreicher 
in vitro Testung auch in einem subkutanen Allograftmodell zu einer deutlichen 
Reduktion der Tumorzellen geführt hat, ohne dass im umliegenden oder Lebergewebe 
makroskopisch Nebenwirkungen zu verzeichnen waren. Zur weiteren Abklärung der 
Therapieeffekte dieser SGS6-Kombination wären orthotope Mausmodelle oder 
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genetisch veränderte Mausmodelle (GEMM) denkbar. Diese rekapitulieren die klinische 
Tumorprogression besser, vor allem die desmoplastische Bindegewebsreaktion und 
die schlechte angiogenetische Tumorversorgung – zwei besonders kritische Punkte 
des Pankreaskarzinoms. 
Orthotope PDAC-Modelle könnten durch Injektion von Zellen ins Pankreas 
beziehungsweise die Implantation von Fragmenten aus einem subkutanen 
Spendertumor etabliert werden. Bei diesen Modellen oder genetisch veränderten 
Mausmodellen wären bildgebende Verfahren mit einer sehr guten Auflösung zur 
Verwendung am Kleintier für die Detektion nötig. Wie beispielhaft durch Snyder et al. 
und Tapfer et al. gezeigt, könnten Sonographie, Kontrast-Computertomographie oder 
Fluoreszenztomographie, unter Verwendung fluoreszenzmarkierter Tumorzellen, zur in 
vivo Diagnostik eingesetzt werden (Snyder 2009, Tapfer 2013). 
Unabhängig von der genauen methodischen Etablierung dieser komplexeren, klinisch 
näheren PDAC-Mausmodelle würde jedoch wahrscheinlich die Wirksamkeit der SGS6-
Therapie schlechter sein. Das Hauptproblem der drug delivery (siehe 4.4.1) würde hier 
zum Tragen kommen – für siRNA im Allgemeinen, aber auch für das angiogenetisch 
sehr schlecht versorgte Pankreaskarzinom im Speziellen. Diese Aspekte sollten 




Das Pankreaskarzinom ist eine Erkrankung, deren Therapieresistenz (zum Beispiel 
gegen Gemcitabin) unter anderem auf Apoptose-Evasionsmechanismen beruht. 
Zusätzlich fördern KRAS-Mutationen, die in nahezu allen PDACs vorkommen, die 
Proliferation der Tumorzellen und unterstützen die Apoptose-Dysregulation durch eine 
verstärkte Expression antiapoptotischer Proteine (Jones 2008, Werner 2011a, Werner 
2011b). Nach umfangreichen Recherchen und Expressionsanalysen anhand einer 
Vielzahl von PDAC-Zelllinien wurden verschiedenste Apoptosegene per RNAi-Technik 
hinsichtlich ihrer funktionellen Bedeutung für die Zellproliferation und Apoptose-
Induktion charakterisiert. In einem dynamischen Prozess wurde eine multimodale 
Therapie entwickelt, bei der fünf antiapoptotische Zielgene (BCLXL, FLIP, MCL1L, 
SURVIVIN und XIAP) kombiniert mit KRAS als zentralem Onkogen simultan in ihrer 
Expression inhibiert wurden. Dieser so genannte SGS6-Therapieansatz zeigte in vitro 
in allen fünf getesteten humanen sowie zwei murinen Zelllinien eine starke Apoptose-
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Induktion und Reduktion der Zellzahl. Durch Zweit-siRNAs wurde die spezifische 
Wirksamkeit der Knockdowns bestätigt und zelluläre off-target-Effekte wurden 
ausgeschlossen. Auch in vivo wurde in einem subkutanen Allograftmodell mit dem 
SGS6-Therapiekonzept eine starke Tumorreduktion erzielt. Die analoge Untersuchung 
der nichttumorösen Pankreasdukt-Zelllinie HDPE-E6E7 zeigte, dass die SGS6-
Therapie deutlich spezifischer für die Krebszellen war verglichen zur Behandlung mit 
Gemcitabin. 
 
Zur Optimierung dieser SGS6-Therapie beziehungsweise RNAi-basierten Therapien im 
Allgemeinen wird es zukünftig äußerst wichtig sein, die drug delivery der siRNAs 
generell zu verbessern. Alternativ könnte es auch von Vorteil sein, der Dysregulation 
der per RNAi-Screening identifizierten Zielgene durch small molecule Inhibitoren 
entgegen zu wirken. Beide Forschungsschwerpunkte sollen im Folgenden zusammen 
mit weiteren Modifizierungsmöglichkeiten der SGS6-Therapie diskutiert werden. 
Anschließend könnte die optimierte Therapie in komplexeren 3D-Zellkulturen wie 
Organotypics oder Organoid-Kulturen weiter validiert werden (Huch 2013, Coleman 
2014, Li 2014, Boj 2015). An aus Patientengewebe kultivierten Organoiden könnte die 
Wirksamkeit der Therapie sehr kliniknah untersucht werden – parallel für Tumor- als 
auch Normalgewebe. Nach stetiger Optimierung der Therapie und Validierung in 
PDAC-Mausmodellen (siehe Diskussion 4.3.2.) wird sie hoffentlich in klinischen 
Studien getestet, um letztlich dem Patienten zu Gute zu kommen (siehe Abbildung 23). 
 
 
Abbildung 23.  Ausblick zur Optimierung des multimodalen Therapieansatzes. 
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4.4.1. Optimierung der drug delivery der siRNAs 
Trotz der Vorteile des spezifischen Genknockdowns durch siRNA ist die Translation 
dieser 2006 mit dem Nobelpreis ausgezeichneten RNAi-Technik als Therapiewerkzeug 
in vivo immer noch äußerst schwierig und seit vielen Jahren Gegenstand 
umfangreicher Forschungsarbeiten (Scomparin 2015). 
 
SiRNAs sind sehr instabil. Durch Endo- und Exonukleasen werden sie schnell 
degradiert. Aufgrund ihrer physikochemischen Eigenschaften – hohes 
Molekulargewicht und Molekülgröße sowie negative Ladung – werden sie schnell in 
spezifische Organe wie zum Beispiel die Leber, Milz und Nieren segregiert (Akhtar 
2007). Diese Eigenschaften führen außerdem dazu, dass siRNAs nur schwer durch die 
Zellmembranen der eigentlichen Zielzellen gelangen (Wang 2010). Generell können 
sie als doppelsträngige Oligonukleotide Immunreaktionen auslösen. Durch den Einsatz 
von chemischen Modifikationen zur Stabilisierung der siRNAs oder delivery vehicles 
werden diese off-target-Effekte teilweise noch potenziert (Judge 2008). 
 
Um diesen Limitierungen entgegen zu wirken, wurden verschiedene Carriersysteme 
entwickelt – virale und nichtvirale Systeme. Mit Hilfe gentechnisch veränderter, viraler 
Vektoren kann deren Eigenschaft ausgenutzt werden, genetische Informationen in 
eukaryotische DNA einzubringen. Fragen der Produktionskosten, biologischen 
Sicherheit und Immunantwort stehen hier jedoch aktuell im Vordergrund (Baldo 2013). 
Bezüglich nichtviralen Carriersystemen wird in Lipid- und Polymer-basierte Systeme 
unterschieden. Beispiele für Polymer-basierte Carrier sind: Dendrimere (Gajbhiye 
2009), Chitosan (Tiram 2014), Polyethylenglycol (Amoozgar 2012) sowie Polymere auf 
Basis von Acrylaten (Kopecek 2010) oder positiv geladenen Polyaminosäuren (Wu 
2012). Auch das im Rahmen dieser Dissertation für die in vivo Experimente 
verwendete Polyethylenimin (PEI) zählt zu den Polymer-basierten Carriersystemen mit 
guter Transfektionseffizienz. Zur Reduktion der Zytotoxizität wird es zunehmend in 
Kombination mit anderen Polymeren eingesetzt (Dahlman 2014). Möglicherweise wäre 
das ein Ansatzpunkt, noch effizienter siRNAs in PDAC-Zellen einzubringen. 
Zusätzlich könnte das jeweils gewählte Nanocarriersystem durch Konjugation mit 
Liganden spezifiziert werden, deren Rezeptoren von Krebszellen überexprimiert 
werden. Beispielhaft wurde dies bereits gezeigt für den Folat-Rezeptor (Hilgenbrink 
2005), Transferrin-Rezeptor (Davis 2010) beziehungsweise Integrine wie den αvβ3-
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Rezeptor. Neben der erhöhten Spezifität für das Zielgewebe ist auch die zelluläre 
Aufnahme der DNA verbessert (Yameen 2014). 
 
4.4.2. Small molecule Inhibitoren als mögliche Alternativen zu siRNAs 
Aufgrund der Instabilität von siRNAs bei systemischer Administration (siehe 4.4.1; 
Scomparin 2015) könnten diese auch nur zum Screenen der Zielgene verwendet und 
anschließend beispielsweise durch small molecule Inhibitoren ersetzt werden. Diese 
haben eine deutlich geringere Molekülgröße und sind daher leichter zugänglich für 
Zellen. Ein weiterer Vorteil dieser Inhibitoren besteht zudem darin, dass sie teilweise 
nicht nur einzelne Proteine, sondern meist durch das Blockieren gewisser funktioneller 
Domänen auch funktionell ähnliche Proteine inhibieren. Im Folgenden sollen 
exemplarisch small molecules vorgestellt werden, die alternativ zu den siRNAs für die 
sechs Zielgene der SGS6-Therapie eingesetzt werden könnten. Teilweise wurden 
diese sogar bereits in vitro und in vivo als mögliche Therapeutika für PDAC validiert 
(siehe Zusammenfassung in Tabelle 13). 
 
Auf mitochondrialer Ebene ist das Gleichgewicht der pro- und antiapoptotisch 
wirksamen Mitglieder der Bcl2-Proteinfamilie entscheidend. Die Untergruppe der so 
genannten BH3 only Mitglieder ist aufgrund ihrer antiapoptotischen Funktionalität als 
Therapieziel sehr interessant. Auch Mcl1 und Bclx, die als Zielproteine durch die 
SGS6-Therapie posttranskriptionell herabreguliert wurden, sind Mitglieder dieser 
Proteinfamilie. Gegen die charakteristische BH3-Bindedomäne wurden so genannte 
BH3 mimetics entwickelt (Besbes 2015). Als pan-Mimetika dieser Proteinfamilie 
könnten Gossypol-Derivate eingesetzt werden. Das natürliche Polyphenol, das 
synthetische Isomer AT-101 und daraus entwickelte Derivate wie zum Beispiel 
Sabutoclax, BI-97D6 und TW-37 induzieren eine mitochondriale Apoptosereaktion. 
Spezifische Inhibitoren von Bclx sind beispielsweise WEHI-539, XXA1 und A-1155463. 
Als Antagonisten mit hoher Affinität gegenüber Mcl1 werden zum Beispiel MIM-1 oder 
A-1210477 eingesetzt. Auch direkte Aktivatoren der mitochondrialen Effektoren Bax 
und Bak wie BAM-7 könnten von Interesse sein. 
 
 
Tabelle 13.  Übersicht zu alternativ einsetzbaren small molecules. 
Inh.=Inhibitor   Akt.=Aktivator   Degr.= Degradation   + nachgewiesen   – nicht nachgewiesen   / nicht untersucht   (+) unter Zugabe von Gemcitabin 












Regulation von BclxL, Mcl1L u.a. mitochondrialer Apoptosefaktoren: 
Obatoclax/ GX15-070 Pan-BH3 Inh. + +/- (Nguyen 2007, Anderson 2014) + / (Huang 2009) 
Apogossypolone/ ApoG2 Pan-BH3 Inh. + / (Hu 2008) + + (Banerjee 2010) 
AT-101 Pan-BH3 Inh. + +/  (Wang 2006, Schelman 2014) + / (Thakur 2012) 
Sabutoclax/ BI-97C1 Pan-BH3 Inh. + / (Wei 2010, Varadarajan 2013) + + (Quinn 2015) 
BI-97D6 Pan-BH3 Inh. + / (Wei 2011b, Pan 2015) / /  
TW-37 Pan-BH3/ v.a. Mcl1 Inh. + / (Wang 2006, Mohammad 2007) + + (Wang 2009) 
WEHI-539 BclxL Inh. - / (Lessene 2013) / /  
A-1155463 BclxL Inh. + / (Tao 2014) / /  
XXA1 BclxL Inh. - / (Dutta 2015) / /  
MIM-1 Mcl1 Inh. - / (Cohen 2012) / /  
A-1210477 Mcl1 Inh. - / (Leverson 2015) + / (Leverson 2015) 
BAM-7 Bax Akt. - / (Gavathiotis 2012) / /  
Regulation der Caspase-Inhibitoren Xiap, Survivin, Flip u.a. 
JP1201 Pan-BIR2/3 + / (Dineen 2010) (+) (+) (Dineen 2010) 
BV6 Pan-BIR2/3 + / (Tchoghandjian 2014) (+) / (Stadel 2011) 
Panobinostat/ LBH589 Pan-HDAC-Inh., Degr. Survivin, Flip u.a. + +/  (de Marinis 2013, Xia 2014) + + (Wang 2015) 
YM155 Degr. Survivin, Xiap, Flip u.a. + +/+ (Satoh 2009) + + (Yoon 2012, Zhao 2015) 
CDDO-Me Degr. Flip u.a. + / (Zou 2007, Wang 2014) + + (Jutooru 2010, Liby 2010, 
Deeb 2012) 
FL118 Survivin, Mcl1, Xiap, cIAP2 Inh. +  (Ling 2012) / /  
Embelin Xiap Inh. u.a. + / (Huang 2014, Peng 2014) + + (Huang 2014, Peng 2014) 
PAC-1 Caspase 3 Akt. + / (Putt 2006) / /  
Regulation von KRas 
Oncrasin-1 KRas Inh. (synth. Letalität) + / (Guo 2008) / /  
Sulfinylcytidin-Derivate KRas Inh. (synth. Letalität) + / (Torrance 2001) / /  
Tolperisone/ Lanperisone KRas Inh. (synth. Letalität) + / (Shaw 2011) / /  
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Die Caspase-Inhibitoren der inhibitors of apoptosis Proteinfamilie können 
beispielsweise durch so genannte Smac mimetics wie JP1201 oder BV6 in ihrer 
Funktion blockiert werden (Fulda 2015). Spezifisch für FLIP sind bisher keine small 
molecule Inhibitoren entwickelt worden. Für YM155 wurde jedoch gezeigt, dass es 
Survivin, Xiap und Flip ubiquitiniert und somit deren proteasomalen Abbau vermittelt. 
Auch CDDO-Me und der Histon-Deacetylase-Inhibitor Panobinostat (LBH589) führen 
zur Degradation von Flip. Auch direkte Aktivatoren der Effektorcaspase 3 könnten für 
die therapeutische Verwendung sehr interessant sein. Putt et al. zeigten an 
kolorektalem Gewebe eine starke Apoptose-Induktion durch PAC-1, die auch sehr 
spezifisch für Tumorgewebe war (2000x sensitiver). Diese antitumoralen Effekte 
wurden auch in vivo mit renalen und bronchialen Xenograft-Tumormodellen bestätigt 
(Putt 2006).  
 
Basierend auf Screenings zur synthetischen Letalität wurden zum Beispiel 
Sulfinylcytidin-Derivate als small molecules beschrieben, die selektiv KRAS-
exprimierende Zellen abtöten. Auch Oncrasin-1 und Tolperisone beziehungsweise 
dessen Derivat Lanperisone zeigten in vivo eine ausgeprägte antitumorale Wirkung, 
die spezifisch für Zellen mit mutiertem KRAS waren. Small molecules, die direkt an 
funktionellen Domänen von KRas binden beziehungsweise die posttranslationale 
Prozessierung des Proteins inhibieren, sind Gegenstand intensiver Forschungen 
(Wang 2013). Natürlich könnten auch gegen KRas-Effektoren gerichtete Inhibitoren 
interessant sein. Hierfür müssten die genauen Signalkaskaden allerdings, wie bereits 
durch Franziska Lademann in unserem Labor begonnen, noch detaillierter analysiert 
werden (Lademann 2014). 
 
4.4.3. Potenzial des Therapiekonzeptes und gegebenenfalls weitere 
Modifizierungsmöglichkeiten 
Die Apoptose als Signalweg ist umfangreich untersucht. Bedingt durch das 
Gleichgewicht pro- und antiapoptotischer Faktoren erscheint sie mit Hilfe genetischer 
Werkzeuge wie beispielsweise RNAi-Techniken leicht manipulierbar zu sein (Lowe 
2004). Basierend auf theoretischen Überlegungen wurden Zielgene gewählt, die 
innerhalb des Signalweges an verschiedenen Stellen angreifen. Deren Knockdown 
sollte die extrinsische und intrinsische Induktion hervorrufen und eine möglicherweise 
vorhandene Blockierung der Effektorcaspasen aufheben. Inwieweit diese einzelnen 
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Aspekte der Signaltransduktion wirklich voneinander abhängig sind, sollte durch 
weitere Kombinatorikversuche geklärt werden. Auch wäre es interessant, nur ein 
zentrales Gen der jeweiligen Bereiche (extrinsisch/ intrinsisch/ Caspasen) in seiner 
Expression zu inhibieren, da zum Beispiel der XIAP-Knockdown weniger wirkungsvoll 
war gegenüber dem SURVIVIN-Knockdown. Eine Reduktion der SGS6-Therapie auf 
FLIP, MCL1 und SURVIVIN als Kandidatengene mit dem jeweils stärksten Phänotyp 
wäre vorstellbar, um die „reine“ Apoptose-Induktion weiter zu analysieren. 
 
Wichtiger erscheint es dann jedoch im nächsten Schritt, zusätzlich zu diesen 
Apoptose-assoziierten Genen weitere zentrale Onkogene miteinzubeziehen. Deshalb 
wurde bereits KRAS simultan mit den fünf gewählten Apoptosegenen in seiner 
Expression herabreguliert. Das aufgrund einer Punktmutation konstitutionell aktive 
Protein würde sonst immer weiter proliferative Signalwege und damit auch die 
Überexpression antiapoptotischer Gene fördern. Auch ist es generell in eine Vielzahl 
von Signalwegen des Pankreaskarzinoms involviert und fördert beispielsweise den 
Zellmetabolismus sowie die Umgehung einer Immunreaktion (siehe 1.3). Zusätzliche, 
dysreguliert vorliegende Signalwege (wie zum Beispiel der Hedgehog-, TGF-β-, 
Wnt/Notch-Signalweg) sollten hinsichtlich ihrer Funktionalität und Regulierbarkeit 
untersucht werden und durch eine Auswahl spezifischer Kandidatengene mit in die 
Therapie einbezogen werden. 
Sollte weiterhin mit siRNAs zur direkten Gen-spezifischen Expressionsinhibition 
gearbeitet werden, so könnten verschiedene Faktoren modifiziert werden: Die 
Konzentration der einzelnen siRNAs könnte angepasst werden, da sie unterschiedlich 
effizient sind und somit möglicherweise mit einer geringeren Konzentration der gleiche 
Knockdown erzielt werden würde ohne zytotoxische Effekte zu erzeugen. Die Anzahl 
der Kandidatengene beziehungsweise einzusetzenden siRNAs könnte verändert 
werden. Generell wäre es empfehlenswert, pro Zielgen mehrere siRNAs zur 
Expressionsverminderung einzusetzen. Dies würde mögliche Off-target-Effekte 
reduzieren. Fraglich ist jedoch, wie viele siRNAs maximal gleichzeitig einsetzbar sind 
ohne dass es zur kompetitiven Hemmung am RISC kommt. Versuche mit gesteigerter 
siRNA-Anzahl wären hierzu äußerst interessant. 
 
Mit dem vorgestellten Therapiemodell wurde die Hypothese belegt, dass durch ein 
breitgefächertes Herabregulieren der in den PDAC-Zellen überexprimierten 
Apoptosegene der Zelltod induziert werden konnte – unabhängig vom individuellen, 
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sehr heterogenen Expressions- und Mutationsmuster. Basierend auf den 
zunehmenden whole genome-Sequenzierungsdaten können zukünftig 
Pankreaskarzinom-Subtypen definiert werden und es wird möglich sein, diese 
multimodale Therapie personalisierter anzuwenden (Waddell 2015). Vorstellbar wäre 
zum Beispiel eine Basistherapie (gegen das universell mutiert vorliegende KRAS und 
wichtige Faktoren, die zur Dysregulation der Apoptose führen). Diese könnte dann 
Patienten-orientiert um zusätzliche Module erweitert werden, um weitere individuelle 
Mutationen in ihrer Funktion zu inhibieren. 
 
Da der Apoptose-Signalweg generell in Tumoren fehlreguliert vorliegt und auch das 
Onkogen KRAS bei den meisten Krebserkrankungen eine entscheidende Rolle spielt, 
wäre die Anwendung dieses Therapiekonzeptes für weitere Krebsentitäten ebenfalls 
vorstellbar und entsprechende Experimente wären von großem Interesse. 
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Abbildung A24.  Induktion der Survivin-Expression unter Gemcitabin-Therapie. Per Western Blot 
Analyse wurden MiaPaCa2-, Panc1- und Hs766T-Zellen hinsichtlich ihrer Survivin-Expression nach 72 h 
Gemcitabin-Therapie untersucht. -Tubulin diente als interne Kontrolle. 
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Abbildung A25.  Beispielhafte Western Blots anhand derer Abbildung 13 erstellt wurde. Die Daten 
bezüglich der Flip-Expression wurden teilweise aus der Diplomarbeit von Frau May-Linn Thepkaysone 
übernommen (Thepkaysone 2012). 
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Abbildung A26.  Wirkung unterschiedlicher MCL1 siRNAs. MiaPaCa2- und Panc1-Zellen wurden 72 h 
mit je 72 nM siRNA transfiziert, die sowohl gegen beide Transkriptvarianten von MCL1 gerichtet war 
(MCL1L+S siRNA), als auch nur gegen die für Mcl1L codierende Transkriptvariante (MCL1L siRNA-1/2). 
(a) Per Western Blot Analyse wurde der Knockdown nachgewiesen. (b) Durch die Bestimmung der 
relativen Zellzahl und subG1-Analyse wurde die potenzielle apoptotische Wirksamkeit des Knockdowns 
untersucht. 
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Abbildung A27.  Expression von Bcl2 und siRNA-basierter BCL2-Knockdown in MiaPaCa2-Zellen. 
(a) Verschiedene Pankreaskarzinomzellen wurden per Western Blot bezüglich der Expression von Bcl2 
untersucht. HDPE-E6E7-Zellen wurden vergleichend als nichttumoröse Pankreasdukt-Zelllinie analysiert. 
(b) Die Bcl2-exprimierenden MiaPaCa2-Zellen wurden für 72 h mit 72 nM BCL2-siRNA transfiziert. Der 
Knockdown wurde per Western Blot bestätigt. (c) Per Zellzyklusanalyse wurde die subG1-Fraktion 
bestimmt, die dem Anteil apoptotischer Zellen entspricht. 
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